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Wilhelm Wiechowski + 


Zu Anfang des Jahres verschied Wilhelm Wiechowski, 
Professor der Pharmakologie und Pharmakognosie in Prag, 
bevor er das 56. Lebensjahr vollendet hatte. Als Schiiler 
von J. Pohl und F. Hofmeister, O. Schmiedeberg und Hans 
Horst Meyer hat er auf verschiedenen Gebieten der Biochemie 
eine vielseitige und fruchtbare Arbeit geleistet. Die Lehre 
vom Mineralstoffwechsel erfuhr durch die Forschungen 
Wiechowskis eine Neubelebung. Auf praktischem Gebiet 
hat er durch Anwendung der Adsorptionstherapie (aktive 
Kohle) Fortschritte erzielt. Den physiologischen Chemikern 
ist er aber meistens bekannt geworden durch seine aus- 


gezeichneten Untersuchungen iiber den Ablauf des Purin- 
stoffwechsels. Seine Methode zur Bestimmung des Allantoins 


ist bis heute nicht iibertroffen und allgemein im Gebrauch. 
Er zeigte, daB beim Menschen und den anthropoiden Affen 
Harnsaure das Endprodukt des Purinstoffumsatzes _ ist, 
wahrend sie von allen iibrigen Saugetieren sehr weitgehend 
zum Allantoin abgebaut wird. 

Wiechowski ist nicht nur ein hervorragender Forscher, 
sondern zugleich ein begeisternder Lehrer und ein vielseitig, 
namentlich auch kiinstlerisch hoch begabter Mann gewesen, 
eine Persénlichkeit, deren allzufriihes Verléschen die An- 
gehoérigen vieler Disziplinen tief beklagen. 
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John A. Mandel + 


Unlangst verstarb John A. Mandel, Professor der medi- 
zinischen Chemie an der New York-Universitat, im 64. Lebens- 
jahre. Mandel, ein geborener Schwede, ist in jungen Jahren 
nach Amerika gekommen, hat dort studiert und spater an 
der medizinischen Abteilung der genannten Hochschule 
die Professur fiir Chemie erhalten, die er lange Jahre mit 
reichen Erfolgen bekleidet hat. 

Mandel hat durch seine Arbeiten die Chemie der Nucleo- 
proteide, der Nucleinsiuren und der Glucothionsauren ge- 
férdert. In gemeinsamer Forschertiétigkeit mit P. A. Levene 
und £. K. Dunham fand er in der Hefe ein Adeninhexosid auf, 
das die hier vorhandenen Pentosederivate begleitet und eine 
besonders bemerkenswerte Verbindung darstellt. Bekannt 
ist John A. Mandel auch -dadurch geworden, da’ er das in 
zahlreichen Auflagen erschienene und weit verbreitete Lehrbuch 
von O. Hammarsten ins Englische iibersetzt hat, ferner dadurch, 
daB er mit H. Steudel (Berlin) einen Leitfaden fiir die mini- 
metrischen Methoden der Blutuntersuchung zu einer Zeit 
herausgab, wo die zu einem wesentlichen Teile in Amerika 
ausgebildeten Mikroverfahren noch nicht Allgemeingut der 
wissenschaftlichen Welt waren. In Deutschland hat Mandel 
in verschiedenen Instituten gearbeitet, so bei EH. Salkowski 
im Pathologischen Institut, in der chemischen Abteilung 
des physiologischen Universitatsinstituts, im Tierphysio- 
logischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule und 
im Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie zu Berlin. Er 
hat hier sein Kénnen vervollkommnet, aber zugleich lehrend 
die wissenschaftlichen Ergebnisse seines Heimatlandes einem 
weiteren Kreise von Interessenten vermittelt und sich viele 
Freunde erworben. 
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Tierversuche 
iiber die Aufnahme von Quecksilber aus quecksilberhaltiger Luft. 


Von 


Alfred Stock und Wilhelm Zimmermann. 
(Aus dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1929.) 


Im Hinblick auf die jetzt an Hunderten von Fallen arztlich sicher- 
gestellte Tatsache, da langerer Aufenthalt in schwach Hg-haltiger 
Luft eine charakteristische, langsam einsetzende und nach Beseitigung 
der Ursache auch nur sehr langsam abklingende chronische Vergiftung 
hervorruft!, erschien es wiinschenswert, etwas iiber die Mengen und die 
Verteilung des vom Kérper aus der Luft aufgenommenen Queck- 
silbers festzustellen. 

Zu den folgenden Versuchen, bei denen wir uns des Rates und der 
Hilfe des Badischen Landesgewerbearztes Herrn Prof. Dr. Fr. Holtzmann 
erfreuten, dienten Meerschweinchen, die einige Wochen in etwa zur 
Hilfte mit Hg-Dampf gesattigter Luft (etwa 4mg Hg/cbm) gehalten 
und der Hg-Analyse entweder sofort unterworfen wurden, oder nach- 
dem sie erst noch eine gewisse Zeit in Hg-freier Luft gelebt hatten 
Die Analyse erstreckte sich auf das Fell (F.), den abgebalgten Korper (K.) 
oft auch auf die einzelnen Eingeweide, und zwar Magen einschlieBlich 
Darm und Herz (Ma.), Leber einschlieBlich Nieren (Le.) und Lunge (Lu.). 
Den Hg-Gehalt der Luft wahlten wir héher, als er gemeinhin bei Ver- 
giftungen in Laboratorien usw. in Betracht kommt (schon tausendstel 
Milligramm je Kubikmeter Luft wirken auf die Dauer schadlich), um 
die Versuche nicht zu lange ausdehnen zu miissen und die zu bestim- 
menden Hg-Mengen nicht zu sehr zu verkleinern. Ubrigens haben wir 
eine Stérung im Wohlbefinden der Versuchstiere niemals bemerkt?. 


1 Vgl. Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 663, 1928; Med. Klin. 1928, Nr. 29 
und 30. 

2 Die Meerschweinchen scheinen gegen Hg weniger empfindlich zu 
sein als Kaninchen, die nach Kisskalt (Zeitschr. f. Hygiene u. Infektions- 
krankheiten 71, 778, 1912) bei ahnlichen Bedingungen unter deutlichen 
Zeichen akuter Hg-Vergiftung verhaltnismaBig rasch zugrunde gingen. 
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Ausfiihrung der Versuche. 

Zwei Drahtnetzkafige! mit je zwei bis drei Tieren in dicht 
schlieBendem Holzkasten (120 x 70cm; 60cm hoch) mit Glastiiren. 
Luftstrom (Wasserstrahlgeblise; etwa 300 Liter/Stunde), bei 50° mit 
Hg beladen, durch vier mit flieSendem Wasser gekiihlte 3-Liter-Flaschen 
geleitet und den Kafigen durch je drei in verschiedener Héhe endende 
Rohre zugefiihrt. Ableitung durch ein oben angebrachtes Rohr in den 
Abzug. So war Gleichmabigkeit des Hg-Gehalts gewahrleistet ; wieder- 
holte Kontrollanalysen von Luft, die waihrend der Versuche an ver- 
schiedenen Stellen der Kafige entnommen war, ergaben immer zwischen 
4 und 5mg Hg/cbm. Bodenbelag der Kafige: Torfstreu. Futter: 
Kohlriiben und Heu, beide an und fiir sich Hg-frei?. Beim Liegen in 
der Hg-haltigen Luft nahm das Futter die Riiben starker als das 
Heu etwas Hg auf: 70g Riibe (frei aufgehangte Scheibe), das ist 
mehr als die Tagesration eines Meerschweinchens, 1,7 y Hg; 50g Heu 
(auf dem Boden des Kafigs locker liegend): 0,8 y Hg in 24 Stunden 
Die Tiere verleibten sich also auch im Futter Quecksilber ein. Die 
Menge trat, wie die Versuchsdaten zeigen werden, gegeniiber der ein- 
geatmeten zuriick. Wahrscheinlich wird der gréBte Teil mit dem Kot 
wieder abgegangen sein. 

Analytisches. 

Tiere mit Blausaure getétet, abgehautet und zerlegt oder im Ganzen 
weiterverarbeitet. Fell in kleine Stiicke zerschnitten. K6érper nebst 
Knochen oder die Eingeweide einzeln in Fleischmaschine vermahlen 
mit Wasser zu diinnem Brei angerithrt und unter sehr kraftigem Riihren 
bei Zimmertemperatur mehrere Stunden mit Cl behandelt; Cl mit CO, 
vollstandig verdrangt ; zentrifugiert und ausgewaschen. Der Riickstand 
gab, wie wir mehrfach feststellten, bei nochmaliger Behandlung mit C! 
kein Hg mehr ab. Hg-Bestimmung nach unserer friiheren Vorschrift*® 
mit einigen Abanderungen. Lésung, etwa 1,5 n-salzsauer, mit 10 mg Cu 
als Cu SO, versetzt. Einige Minuten in der Kalte, dann unter Erwarmen 


bis zum Sieden H,S8 eingsleitet. Das HgS-haltige CuS abzentrifugiert , 


mit Cl bei kleinem Fliissigkeitsvolumen (10 bis 20 ccm) in Lésung 
gebracht; wie vorher Cl mit CO, vertrieben, mit H,S behandelt, er- 


1 Der Aluminiumlack, mit dem sie gestrichen waren, zeigte nach 
einigen Wochen die bekannten, auf teilweise Amalgamierung und Oxydation 
zuriickzufiihrenden Ausblahungen. 

2 In 70g Riiben und 50g Heu kein Hg nachzuweisen, d.h. wenige' 
als */1000 7 Hg. 

3 A. Stock und W. Zimmermann, Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 547, 


1928; 42, 429, 1929. Das von J. Bodnar und E. Szép neuerdings (diese 


Zeitschr. 205, 219, 1929) angegebene Verfahren, mikrometrische Aus 
messung des zu einem Kiigelchen vereinigten Quecksilbers, lieB sich hie: 
nicht anwenden, weil die Fliissigkeitsmenge zu groB war. 
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warmt, zentrifugiert. Riickstand nochmals mit Cl gelést (5 cem H,O), 
lange CO, eingeleitet, ausgeschiedener Schwefel abfiltriert; Filtrat in 
25-cem-Erlenmeyerkélbchen mit 2 bis 3g feingepulvertem reinsten 
Ammoniumoxalat versetzt und auf etwa 35° bis zu klarer Lésung 
erwarmt. Hg auf Cu-Draht (ausgegliiht und mit Methylalkohol reduziert ) 
ausgefallt (entweder im zugeschmolzenen Rohr bei 50° iiber Nacht 
oder bei Zimmertemperatur in 48 Stunden), mit Diphenylearbazon 
kolorimetriert. 
Ergebnisse. 

Neben den in y angegebenen gefundenen Hg-Mengen wird, um 
die Vergleichung zu erleichtern, auch die auf 100g Material um- 
gerechnete Hg-Menge, ebenfalls in y, in eckigen Klammern beigefiigt. 
.Kein Hg* bedeutet 1/5000 7: 

1. Blindversuch. 


Meerschweinchen (M.) von 634 g ohne Behandlung mit der Hg-Luft 
im ganzen analysiert: kein Hg. 


2. Kontrollversuch 
liber die Zuverlassigkeit der Hg-Bestimmung nach dem angegebenen 
Verfahren. M. (447g) etwa leem HgCl,-Lésung mit 10 y Hg/eem 
injiziert. Nach 3 Stunden getétet. Totalanalyse (einschlieBlich der 
Ausscheidungen) ergab 11 y Hg. 


Aufnahme von Hg bei verschieden langem Verweilen der Tiere in der 
Hg-Luft: 


a) 1 Woche: 3. M. 595g. Fell (F.) (115g): ¢ ' Hg [0,26 y]; Korper 
ohne Fell (K.) (480 g): 43 y Hg [8,9 

4.M. 525g. F. (121g): 1,5 a [1,2 y]; K. (404g): 53 y Hg [13 y]. 

5. M. 425g. K. (325g): 24 y Hg [7,4 9]*. 

6. M. 310g. K. (233g): 20,1 iy [8, 6 7 und zwar Ma. (73 g): 1,2 y 
[1,6 y]; Le. (27 g): 11,3 y [42 y]; Lu. (3 g): 6,8 y [227 y]; Rest (130 2): 0,8 y 
[0.6 y]. 

b) 2 Wochen. 7. M. 424g. F. (78g): Ol y He [0,13 y]; K. (346g): 
20 y Hg [5,8 y], und zwar Ma. (90 g): 10 y [1,13 1s Le. (22 g): 6,1 y [27,7 y]; 
Lu. (6 g): 10 y [167 y]; Rest (228 g): 2,9 y [1,27 y]. 

8. M. 530g. K. (413g): 20,.4y Hg [4,9y], und zwar Ma. (123g): 
12y [1,0y]; Le. (35g): 50y [14,3 y]; Lu. (7g): 11.9y [170 y]; Rest 
(248 g): 2,3 y [0,9 y]. 

c) 3 Wochen. 9. M. 610g. F. (117g): O,.l y Hg [0,08 y]; K. (493 g): 
39 y Hg [7,9 y]. 

10. M. 536g. ¥. (100g): 0,8 y Hg [0,8 y]; K. (436g): 25y Hg [5.7 7), 


* Auf die Analyse des Felles wurde hier und auch bei manchen der 
folgenden Analysen verzichtet. 
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d) 56 Wochen. 11. M. 515g. K. (396 g): 20,8 y Hg [5,3 y]. 

12. M. 500g. K. (385g): 21,1 y Hg [5,5 y], und zwar Ma. (99 g): 1,1; 
[l,l y]; Le. (23g): 14,3 » [62,2 y]; Lu. (6g): 4,8 y [80 y]; Rest (257 g): 
0,9 y [0,35 y]}. 

Wiederabnahme des Hg-Gehalts beim nachtrdglichen Aufenthalt in 
Hg-freier Luft. Die Tiere blieben bei den Versuchen 13 und 14 38, bei 
15 und 16 5 Wochen in der Hg-Luft und danach noch einige 
Wochen in Hg-freier Luft, ehe die Analyse vorgenommen wurde. 

a) 2 Wochen in reiner Luft: 13. M. 596 g. F. (88g): 0,4 y Hg [0,45 »}; 
K. (508 g): 19 »y Hg [3,7 y]. 

b) 3 Wochen in reiner Luft: 14. M. 456g. F. (79 g): 0,1 y Hg [0,13 y]; 
K. (377 g): 8,2 y Hg [2,2 y], und zwar Ma. (113g): kein Hg; Le. (23 g): 
4,0 y [17,4 y]; Lu. (8g): 4,2 y [52,5 y]; Rest (233 ¢): kein Hg. 

c) 4 Wochen in reiner Luft: 15. M. 415g. K. (338g): 8,2 y Hg [2,44], 
und zwar Ma. (108 g): 0,09 y [0,08 y]; Le. (21 g): 4,1 y [19,5 y]; Lu. (7 ¢): 
4,0 y [57,2 y]; Rest (202g): kein Hg. 

d) 5 Wochen in reiner Luft: 16. M. 413g. F. (70g): kein Hg; 
K. (343 g): 4.9» Hg [1,4 y], und zwar Ma. (105g): kein Hg; Le. (23 g): 
1,7 y (7,4 y]; Lu. (7 g): 3,2 y [45,7 y]; Rest (208 g): kein Hg. 

Einige weitere Versuche sollten zeigen, ob sich das Quecksilber 
in Leber und Lunge, wo es sich anhaufte, in metallischer Form befand. 
Lunge und Leber von Tieren, die in Hg-Luft gehalten waren, wurden 
zur méglichsten VergréBerung der Oberflache durch Kiihlen mit fliissigem 
Stickstoff gehartet und mit ausgegliihtem Schleifsand verrieben. Durch 
das Gemisch (auf Glasfilterplatte in einem senkrecht stehenden, 3 cm 
weiten Rohr) wurde bei 35° 8 Stunden lang ein mit fliissiger Luft 
getrockneter Stickstoffstrom (150 Liter/Stunde; Stickstoff, um Oxy- 
dationsvorgiinge auszuschlieBen) geleitet. Er ging weiter ttber Phosphor 
pentoxyd und gab kondensierbare Bestandteile, die er aus dem organi 
schen Material mitgencmmen hatte, in einer mit fliissiger Luft ge- 
kiihlten U-Rohr-Vorlage ab. Zuvor machten wir einen Blindversuch 
mit einem Tiere, das nicht mit Hg behandelt war: 

17. Le. (24g) und Lu. (9g). Die gekiihlte Vorlage enthielt in 
beiden Fiillen eine kleine Menge eines weiBen, organischen Kondensats, 
das sich beim Behandeln mit Joddampf gelblich farbte. Es wurde 
wie iiblich mit Cl behandelt usw.: kein Hg. Das Auftreten des weifen 
Kondensats, das bei den folgenden Analysen in gleicher Weise erschien 
machte es leider unméglich, schon durch mikroskopische Betrachtung 
das Vorhandensein etwa vorhandenen freien Quecksilbers festzustellen 

Entsprechender Versuch mit Tieren, die eine Woche lang in Hg-Luft 
gewesen waren: 


18. Le. (25g). Im Kondensat: 0,6 y Hg; im Riickstand: 5,8 y; im 
ganzen also: 6,4 y [25,6 y]. Lu. (6g). Kond.: 0,9 y Hg; Riickst.: 4,7 y:; 
i. g-: 5,6 y [93,3 y]. 
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19. Le. (28g). Kond.: 0,6 y Hg; Riickst.: 9,7 y; i. g.: 10,3 » [36,8 y]. 


Lu. (7g). Kond.: 0,6 » Hg; Riickst.: 8,9 y; i. g.: 9,5 y [136 y]. 

Wenn man beriicksichtigt, daB die Beriithrung zwischen den feuchten 
Eingeweideteilen und dem Gasstrom trotz des Verreibens mit Sand nur 
mangelhaft sem konnte, so mu man sagen, daB sich ein erheblicher 
Teil des vorhandenen Quecksilbers bei 35° verfliichtigt hatte. Da die 
Hg-Verbindungen (mit Ausnahme der Hg-Alkyle und dergleichen) dem 
metallischen Hg an Fhichtigkeit weit nachstehen', ist es nicht un- 
wahrscheinlich, daB sich das Element in Lunge und Leber, wenigstens 
teilweise, in freier metallischer Form befand. Hatte es in komplexer 
Form, z. B. an Eiweifistoffe gebunden, vorgelegen, so wire es kaum 
so fliichtig gewesen. Die Frage bedarf weiterer experimenteller Priifung. 
Es kann z. B. versucht werden, durch Uberleiten des Gasstroms iiber 
Gold auf freies Quecksilber zu fahnden. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen, die wir aus auBeren 
Griinden vorlaufig abschlossen, iiberraschen in mancher Hinsicht und 
regen zu weiteren Fragestellungen an. Sie lassen sich in Kiirze folgender- 
maBen zusammenfassen (die eingeklammerten Zahlen verweisen auf die 
entsprechenden Analysen): 

Trotz individueller Verschiedenheiten, die ja erwartet werden 
muBten, fiihren die verschiedenen Analysen zu eindeutigen Schliissen. 
Der tierische Koérper halt in den ersten Tagen einen nennenswerten 
Teil des eingeatmeten Hg zuriick, z. B. in einem Falle (4) 53y Hg. 
Dies entsprache fiir den erwachsenen Menschen, nach dem Verhiltnis 
der Kérpergewichte umgerechnet, etwa 6mg Hg. Ein Mensch, der in 
der hier benutzten Hg-Luft atmete, wiirde in 24 Stunden insgesamt 
etwa 40 mg Hg durch seine Lunge fiihren. Die Hawptmenge Hg-Dampf 

-in dieser Hinsicht darf man sicherlich vom Tier auf den Menschen 
schlieBen — verlaBt also die Lunge wieder mit der ausgeatmeten Luft. 


Bei weiterem Verweilen in der Hg-Luft steigt die Menge des im 
Kérper gespeicherten Quecksilbers nicht mehr (7 bis 12); im Gegenteil: 
sie wird nach 14 Tagen kleiner als nach 8 Tagen (7, 8). Spater halt sie 
sich merklich unverindert (9 bis 12). Offenbar fiihrt dann die aus- 
geatmete Luft wieder ebensoviel Hg mit, wie die eingeatmete enthielt. 


DaB nicht etwa doch mehr Hg aufgenommen und dauernd durch die 
Verdauungsorgane wieder ausgeschieden wird, folgt aus dem von 
Anfang an gleichbleibenden Hg-Gehalt von Magen und Darm (vgl. 6 
mit 7, 8 und 11). 

Das im Kérper gespeicherte Hg verschwindet beim Aufenthalt in 
Hg-freier Luft nur auBerordentlich langsam wieder. Nach 3 bis 4 Wochen 


1 Vgl. A. Stock und W. Zimmermann, Wegscheider-Band der ,,Monats- 
hefte fiir Chemie“ 58/54, 786, 1929. 
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(14, 15) war noch fast die Halfte, nach 5 Wochen (16) noch ein Vierte! 
vorhanden. 

Das Hg hauft sich in der Leber und vor allem — dies ist wohl das 
bemerkenswerteste Ergebnis unserer Versuche — in der Lunge an 
(vgl. z. B. 7, 8). Diese Organe halten es auch hinterher hartnackig 
zuriick, wiederum die Lunge in iiberraschendem Ma8e (16, wo sich 
zwei Drittel des noch vorhandenen Hg in der Lunge fand). In Magen 
und Darm wurden durchweg verhaltnismaBig kleine Hg-Mengen ge- 
funden, von denen noch ein betrachtlicher Anteil auf das von den 
Tieren mit dem Futter aufgenommene, die Verdauungsorgane durch- 
wandernde Hg kommen muBte. Auffallend niedrig ist auch der Hg- 
Gehalt des iibrigen K6érpers, der Muskeln, des Blutes, der Knochen 
(die nach einzelnen Literaturangaben Hg speichern sollen'). In diesen 
Teilen verschwindet das Hg nach Aufhéren der Hg-Zufuhr schnell 
vollstdndig (14, 15, 16). Trotz der, z. B. in der Lunge, noch vorhandenen 
Ablagerungen ,,kreist‘‘ also das Hg nicht im Kérper. Man muB ver- 
muten, daB es die Lunge hauptsachlich durch die Atemwege allmahlich 
wieder verla8t. Das Fell nimmt ebenfalls geringfiigige, bei den einzelnen 
Versuchen ziemlich stark wechselnde Hg-Mengen auf (siehe z. B. 9) 
und verliert sie rasch wieder (14, 16). 

Setzt man voraus, da8 die Verhaltnisse beim Menschen im wesent- 
lichen ahnlich liegen wie beim Meerschweinchen, so ist zu verstehen, 
daB die chronische Quecksilbervergiftung nach Aufhéren der Hg- 
Zufuhr so langsam verschwindet und da die Ausscheidungen trotz 
noch Vorhandenseins von Hg und Fortbestehens der Vergiftung haufig 
kein Hg enthalten. 

AuBer Herrn Professor Dr. Holtzmann haben wir der Notgemeinschajt 


der Deutschen Wissenschaft fiir ihre Unterstiitzung und Fraulein Hertha 
Rothermel fiir ihre Mitwirkung bei den miihevollen Analysen zu danken. 


1 Vielleicht andern sich die Verhaltnisse bei sehr langer Versuchs- 
dauer etwas. 
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Die Mikrobestimmung von Jodiden neben anderen Salzen. 


Vergleichung mehrerer Methoden. 


Von 
J. F. Reith. 


(Aus dem ,,Centraal Laboratorium voor de Volksgezondheid“*, Utrecht, 
Holland.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1929.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Seit einigen Jahren beschaftige ich mich mit der Jodbestimmung 
in verschiedenen Materialien, wie Salzen, Wasser, Bodenproben, pflanz- 
lichen und tierischen Produkten, Harn usw., und habe hierbei die 
bekannten Bestimmungsmethoden kritisch untersucht. Es _stellte 
sich heraus, daB den jetzt noch allgemein iiblichen Arbeitsweisen nicht 
zu vernachlassigende Fehler anhaften, und es erwies sich deshalb als 
notwendig, einige Vorschriften zweckmiBig zu verbessern. LEinige 
andere dieser Methoden miissen meines Erachtens selbst als untauglich 
bezeichnet werden, und ich habe versucht, diese durch neue Methoden 
zu ersetzen. Meine Erfahrungen, welche in meiner Dissertation! aus- 
fiihrlich erértert sind, werden hier kurzgefaBt mitgeteilt. Die mit den 
hier zu beschreibenden Methoden ausgefiihrten Untersuchungen nach 
der Jodverteilung und den Jodniveaus in Holland werden von der 
niederlandischen Kropfkommission in den von dieser noch heraus- 
zugebenden Schriften bekanntgemacht. 

Bekanntlich setzt sich die Jodbestimmung aus zwei scharf trenn- 
baren Teilen zusammen: a) die Vernichtung der organischen Substanzen 
und die anschlieBende Anhaiufung des Jodids dermafen, daB dieses 
héchstens von einer kleinen Menge anorganischer Salze begleitet ist, 
und b) die endgiiltige Bestimmung des Jodids. 

Um die unter a) gehérigen Prozesse auf ihre Brauchbarkeit 
untersuchen zu kénnen, muB man erst fiir die unter b) genannte 
Bestimmung iiber eine sichere Methode verfiigen. 


1 Reith, Dissertation Utrecht, Juli 1929. 
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In dieser ersten Mitteilung werde ich also erst die bekannten 
Methoden fiir die kolorimetrische oder titrimetrische Mikrobestimmung 
von Jodiden miteinander vergleichen. Fiir eine historische Ubersicht 
sei auf das ausfiihrliche Werk von J. Axel Héjer! hingewiesen, dessen 
Ergebnisse ich hier als bekannt voraussetze. Nur in den wenigen Fallen, 
wo ich die Erfahrungen Héjers nicht bestatigen kann, werde ich sie 
hier besprechen. 

A. Reagenzien. 


Kaliumjodatlésung n/1000 (Aquivalentgewicht 35,665). Das KJO, 
Praiparat wurde nach Schoorl® gereinigt und untersucht. Nach Erhitzung 
einer zuvor bei 103° getrockneten Probe auf 300° wurde ein Gehalt an 
Vakuolenwasser von 0,06°, festgestellt. Fiir die Herstellung von 250 cem 
n/10 Lésung muBten also 0,8921 g¢ des bei 103° getrockneten Salzes ab- 
gewogen werden. Aus dieser Lésung wurde jede Woche eine frische n/1000 
Lésung hergestellt. 

Natriumthiosulfatléisung, ungefahr n/1000, wurde anmittelbar vor dem 
Gebrauch aut obengenannte Jodatlésung eingestellt. Bei der Anwendung 
von Starke als Indikator muBte der Thiosulfatgebrauch mit + 0,10 cem 
n/1000 Thiosulfatlésung pro 50 ccm Fliissigkeit korrigiert werden *. 

Kaliumjodidlésungen. In meinem Kaliumjodidpraparat waren nach 
dem niederlindischen Arzneibuch, 5. Ausg., und nach Kolthoff' keine Ver- 
unreinigungen zu finden. Die Gehaltsbestimmung einer bei 110° getrockneten 
Probe nach Fajans (Indikator Eosin) ergab 99,4°% Kaliumjodid. Von 
einer getrockneten Probe wurden 0,6580 g in 500 cem Wasser gelést (1 cem 

1000 y Jod). Aus dieser Stammlésung werden nach der gewohnlichen 
Weise schwachere Lésungen von 1:10 und 1: 100 hergestellt, welche 
sich am besten in braunen Flaschen aufbewahren lassen. 

Starkelésung, 5°/ 9 9ige. Erst habe ich Amylum solubile nach Small* durch 
Hydrolyse von Kartoffelstirke mit kochender alkoholischer Salzséure 
hergestellt. Ich erhielt auf diese Weise in kurzer Zeit ein gutes Praparat, 
das kein Amylodextrin oder Erythrodextrin enthalt, jedoch beim Aus- 
gieBen der kalten, wisserigen Suspension 1: 10 in Wasser von 100° C vdllig 
léslich ist. 

Konzentriertes Chlorwasser wurde durch Einleiten von Chlor in eis- 
gekiihltes Wasser bereitet. Nachdem die Chlorhydratkristalle durch Er- 
wirmen auf Zimmertemperatur wieder gelést wurden, entstand schnell 
eine nahezu gesattigte Chlorlésung. 

Gesdttigtes Bromwasser wurde taglich frisch aus ,,Bromium Merck‘ 
hergestellt. Die Untersuchung auf Jodgehalt geschah folgendermafen : 
Aus 40 cem gesiattigtem Bromwasser wurde das Br, ausgekocht und danach 
NaHSO, und ein wenig H,SO, hinzugefiigt, bis der Geruch von SO, 
auftrat. Dann wurde diese Lésung mit K,CO, alkalisch gemacht, ein 


1 J. Axel Héjer, Lund, diese Zeitschr. 205, 273, 1929. 
2 Vgl. De Graaff, Schoorl, van der Wielen, Commentaar op de Neder- 
landsche Pharmacopee 1, 357, Utrecht 1927. 

3 Ich werde noch an anderer Stelle Naiheres tiber die Empfindlichkeit 
der Jodstirkereaktion berichten. 
4 Kolthoff, Die MaBanalyse 2, 277. 
5 Small, Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 113, 1919. 
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gedamptit, das Jodid in bekannter Weise nach von Fellenberg konzentriert 
und der letzte Salziiickstand nach der untengenannten Brom-Essigsaure- 
methode auf Jodid untersucht. 


Untersuchung von NaHSO,, KNO,, K,SO,, NaCl und KBr auf 
Jodgehalt. 


Es werden 20 g des Salzes (bei K Br 5g) in Wasser gelést und mit ein 
wenig NaHSO, und Salzséure angeséuert, um eventuell anwesende Jodate 
zu reduzieren. Die Lésung wird dann mit K,CO, alkalisch gemacht und 
ausgedimpft. Nachdem das Jodid nach von Felienberg konzentriert ist, 
wird dieses nach der unten beschriebenen Brom-Schwefelséuremethode 
bestimmt. 

Bei KBr muBS die Titration in essigsaurer Lésung ausgefiihrt werden. 


Untersuchung von KCiO, und KBrO, auf Jodgehalt. 


Eine heiBgesattigte Lésung von 5 g des Salzes wird in 100 cem Alkohol 
ausgegossen. Nach vollstaéndiger Abkiihlung wird die Lésung abgesaugt. 
Danach miissen aus dem Filtrat auch die letzten Spuren Alkohol durch 
Verdunsten vertrieben werden. Dann fiigt man einen UberschuB von HC! 
und NaHSO, hinzu (SO,-Geruch), macht die Lésung alkalisch und ver- 
fahrt dann ferner wie vorher beschrieben. 


Untersuchung NH,Cl auf Jodgehalt. 


20 g NH,Cl werden wie bei KC10, beschrieben behandelt. Die Lésung 
muss dann mit ziemlich viel K,CO, alkalisch gemacht werden, damit alle 
Ammoniumsalze wahrend des Eindampfens zerlegt werden. 

Bimssteinpulver wird mit HN O, ausgekocht, ausgewaschen und gegliiht. 
Danach werden die Kérner von 0,5 bie 0,8 mm als Kochsteine fiir die Mikro- 
titration abgesiebt. 

Die tibrigen gebrauchten Reagenzien (0,5 n Schwefelséiure, Essigséure, 

%ige Natriumazidlésung, Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform, Benzol und 
Schwefelkohlenstoff) habe ich alle auf Gehalt und Reinheit, besonders auf 
reduzierende oder oxydierende Verunreinigungen gepiiift. Fiir die Essig- 
siure ist ein wiederholtes Ausfrieren néyig, CCl, mu erst mit Br, nach 
Winkler? und CS, nach von Unruh? gereinigt werden. 


In den von mir gebrauchten Reagenzien habe ich folgende Mengen 
Jod gefunden: 


Ges&ttigtes Chlorwasser. .........< 12y pro Liter 
; IS ek nisl wie es Ss ay » is 

Na HSO, A gare Se eae a ee Se kd 
KNO, pro Analyse. “ue . . 400 

KN O, nach zweimaliger Umkristallisation . <i 
ee 
NS es a ee ner er ee ak 

ke BP ee i 
ESS ee er 
Rs Sita eee Solan ys SRY 

a ee Se ee eee 12 y 


1 Winkler, Zeitschr. f. angew. Chem. 28, 480, 1915. 
2 von Unruh, Zeitschr. f. anorg. Chem. 32, 407, 1902. 
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B. Allgemeine Bemerkungen. 





Bevor die Bestimmungsmethoden im einzelnen hier besprochen 
werden, seien noch einige allgemeine Gesichtspunkte hervorzuheben. 










Die Empfindlichkeit der Jodstarkereaktion. 

Diese ist abhangig von der gebrauchten Starkelésung, Belichtung. 
Form und Material des GefaBes, Beurteilung des Beobachters und von 
! der Zusammensetzung und dem Volumen der Fliissigkeit, vor allem 
vom KJ-Gehalt. Bei den Titrationsmethoden, bei welchen man bis 
farblos titriert, mu man also eine positive Korrektion anbringen, 
deren GréBe man fiir sich selbst und fiir die jeweilige Arbeitsweise 
bestimmen muB. Es hat keinen Zweck, die Korrektion mittels der 
iiblichen Empfindlichkeitsversuche zu bestimmen, weil man bei den 
eigentlichen Mikrotitrationen meistens ein wenig tibertitriert. Es ist 
also, kurz ausgedriickt, die richtige Korrektion gleich der Empfindlich- 
keitsgrenze minus Ubertitrierung. Bei der Beschreibung der Brom- 
Schwefelsiuremethode werde ich noch ausfiihrlich mitteilen, wie ich 
diese Korrektion bei meinen Versuchen bestimmt habe. 



















Nachblauen nach beendeter Titration. 





Hoéjer titriert in Kohlenséureatmosphare, weil sich in angesauerten 
Jodidlésungen durch Luftsauerstoff immer freies Jod bildet. Es sei 
bemerkt, daB er nicht festgestellt hat, ob unter den bestimmten Ver- 
haltnissen seiner Titrationsmethode tatsachlich eine meBbare Menge 
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Abb. 1. 
Beziehung zwischen Pq und Thiosulfatverbrauch bei Titration von n/1000 Jodlisung (be- 
rechneter Verbrauch 2,50 ccm). Anm.: Der Thiosulfatverbrauch in jodidfreier Lisung bein 
Pu = 9,0 war nur 1,52 ccm (auSerhalb dieser Abbildung). 
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Mikrobestimmung von Jodiden. 


Jod entstehen kann. Bei den von mir zu beschreibenden Arbeits- 
methoden, welche mit kleinen Jodidmengen und bei Kunstlicht aus- 
gefiihrt werden miissen, eriibrigt sich nach Vorversuchen das Ein- 


leiten von Kohlensaure. 


Die Titrationsehr verdiinnter Jodlésungen bei verschiedenem pg 

Diese verlauft nur in KJ-haltiger Lésung beim pg = 1 bis 6 
mit dem theoretischen Thiosulfatverbrauch. Bei héherem pg in KJ- 
haltiger und immer in K J-freier Lésung fangt die Sulfatbildung merklich 
zu stéren an, wie folgende Gleichung zeigt: 

8,0; + 43J,+ l0OH’ — 280;+8J'+ 5H,0. 

Man erhalt hierbei zu niedrige Ergebnisse (vgl. Abb. 1). 

Bei genauen Bestimmungen muB also die Zusammensetzung der 
Jodlésung, womit man den Thiosulfattiter einstellt, méglichst genau 
mit der zu bestimmenden Flissigkeit iibereinstimmen. 


Salze, welche in der Praxis neben den Jodiden gefunden werden. 


Im allgemeinen wird man das Jodid immer nach dem von Fellen- 
bergschen Alkoholextraktionsverfahren aus dem Ausgangsmaterial 
extrahieren und anhaufen. Im letzten Riickstand sind also selbst nach 
sorgfaltigster Reinigung Chloride, Bromide, Nitrate, Nitrite, Sulfate 
und Carbonate der Alkalien zu erwarten, welche sich ‘bekanntlich 
mehr oder weniger in Alkohol lésen. Ich méchte hier besonders 
betonen, daB alle Naturstoffe Brom zu enthalten scheinen (vgl. hierzu 
Mellor’ und die neueren Untersuchungen von Bernhardt und Ucko?). 
Nitrite bilden sich nicht nur aus Nitraten wahrend der Destruktion 
organischer Materie, sondern nach Bernier und P/ron*® auch bei der 
Vernichtung von EiweiB. LEisenverbindungen stéren nach meinen 
Versuchen nicht, weil sie zu Fe(OH), oder Fe,O, umgesetzt werden, 
welche in Alkohol gat nicht lésen. Im iibrigen laBt sich kaum voraus- 
sagen, wieviel der genannten Salze bei der von Fellenbergschen Extrak- 
tion im Alkohol tibergehen werden; es entsteht immer ein sehr ver- 
wickeltes System von drei Phasen (alkoholische Salzlésung. wiasserige 
Salzlésung und Bedenkérper) und sehr vielen Komponenten (vgl. auch 
meine Dissertation 8.28 bis 32 

Die endgiiltige Bestimmungsmethode soll also nicht nur der 
Forderung entsprechen, daB sich die kleinsten Mengen Jod (z. B. bis 
0.3 y) damit geniigend genau bestimmen lassen, sondern sie soll neben 


1 Mellor, Inorganic Chemistry 2, 15, 1922. 

2 Bernhardt und Ucko, diese Zeitschr. 155, 174, 1925; 170, 459, 1926. 

3 Bernier und Péron, Journ. de Pharm. et chim. 3, 242, 1911; 4, 151, 
1911. 
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einer gewissen Menge anderer Salze die gewiinschte Fehlergrenze nicht 
tiberschreiten. Meines Erachtens ist diese Frage, vor allem in Be- 
ziehung auf die Anwesenheit von den in Alkohol leicht léslichen Bromiden 
und Nitriten, nicht geniigend beriicksichtigt. 


Kurventafeln. 

Aus obengenannten Erwagungen suchte ich folgende Frage zu 
beantworten : Welche Vorschrift erméglicht die genaueste Jodbestimmung 
neben Cl’-, Br’-, NO,-, NOj- und S0O;-Ionen? Aus allgemeinem 
Interesse habe ich auch die Ionen ClO), BrO und NH, in den Unter- 
suchungskreis bezogen, obschon diese bei der Mikrojodbestimmung 
nicht in der schlieBlich zu untersuchenden Jodlésung vorkommen 
kénnen. Fiir die bekanntesten Methoden habe ich nun experimentell 
festgestellt, welche prozentuellen Fehler die Ergebnisse der Jod- 
bestimmung zeigen, indem man bekannte wechselnde Mengen folgender 
Salze zusetzt: NaCl, KBr, NaNO,, KNO,, K,80,, KCIO,, KBrO, 
oder NH,NO,. Die erhaltenen Zahlen sind aus Ubersichtlichkeits- 
griinden in den ,,graphischen Stérungsbildern’’ Abb. 2, 4, 5, 6 und 7 
zusammengestellt. Auf der Abszisse ist die Menge des stérenden Ions, 
auf der Ordinate der verursachte prozentuelle Fehler angegeben. Jede 
Kurve bezieht sich auf ein bestimmtes Ion. Wenn der gefundene Fehler 
die Grenze der unvermeidlichen Bestimmungsfehler nicht iiberschreitet. 
ist dieser nicht in der Kurve zum Ausdruck gebracht. 

Es sei gerne eingestanden, daB die Kurven selbstverstandlich 
keine scharf definierten Linien sind; ihre Lagen sind jedoch goniigend 
sicher, so daB ein Stérungsbild als ein guter Wertmesser fiir die be- 
treffende Methode angesehen werden kann. 


C. Die verschiedenen Bestimmungsmethoden fiir Jodidlésungen. 

1. Als ungeniigend empfindlich erwiesen sich die spektrophometrischen 
Bestimmungen im Apparat von Keufel und Esser, die nephelometrischen 
Bestimmungen mittels Palladosalzen oder Thallosalzen und die potentio- 
metrischen Methoden, auch in KCN-haltiger Lésung (Lang). 

2. Auch die Titration nach Schulek, bei welcher man den Uber- 
schu8 von freiem Brom oder Chlor mit Phenol entfernt, ist meines 
Erachtens fiir diesen Zweck ungeeignet. 

Wenn man Brom als Oxydans benutzt, falschen die winzigsten Spuren 
Nitrit die Bestimmung. Mit dem kraftigeren Oxydans Chlor werden aller- 
dings die Nitrite entfernt, aber der Gebrauch von Chlorwasser fiir Mikro- 
bestimmungen ist sehr bedenklich (siehe unten). 

3. Bestimmung nach Grange-Fresenius. als freies Jod in Benzol 
gelést. Fir kleine Jodmengen erwies sich mir folgendes Verfahren am 
geeignetsten : 
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Einen Scheidetrichter von 10 cem (zylindrisches Modell mit kurzem 
Stiel) fillt man mit 1 bis 3cem der zu untersuchenden Fliissigkeit 
(20 bis 200 y Jodion enthaltend). Man fiigt 0,5 cem Natriumnitrit- 
lésung (l cem = 1 mg NO)), 0,5 cem Benzol und 0,5 cem 0,5 n Schwefel- 
siure hinzu. Nach kraftigem Schiitteln 14Bt man die Lésung einige 
Minuten absetzen und sodann die wasserige Schicht ablaufen. Man 
wascht die rétlich gefarbte benzolische Schicht mit 1 cem Wasser aus, 
laBt wiederum absetzen und danach das Waschwasser ablaufen. 
SchlieBlich wird die benzolische Jodlésung mit 2 ccm Pufferfliissigkeit 
Pu = 4,7 (Salzsiure-Citratgemisch) iiberschichtet und mit n/1000 
Thiosulfatlésung aus einer Mikrobiirette bis Entfairbung titriert. Be- 
sonders nahe beim Endpunkt muB8 man jedesmal kraftig schiitteln. 
Die Farbe der benzolischen Schicht beurteilt man am besten bei rein- 
weiBem Kunstlicht (vgl. unten). Die Titration ist dann auf 0,002 cem 
genau. 0,001 ccm der Thiosulfatlésung entspricht 0,127 y Jod. 

Bei dem Sauregrad py = 4,7 braucht man bei den genannten 
Jodid- und Nitritkonzentrationen keine Riickbildung von freiem 
Jod aus Jodid wihrend der Titration zu befiirchten. Man kann nach 
dieser Vorschrift nie zu hohe Werte finden; diesem Vorteil steht die 
ernsthafte Stérung durch Br’-Ionen gegeniiber (vgl. Abb. 2). 
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Abb. 2. 
Graphische Darstellung der Stérungen durch begleitende Ionen bei Titration von Jodiden nach 
Fresenius als Jog in Benzol geliést. Immer anwesend 100 y Jodion anf 4¢em wisseriger Lisung 


Es ist eine merkwiirdige Tatsache, daB SO;- und NO,-Ionen zu 
niedrige Werte zur Folge haben, weil diese bekanntlich im allgemeinen 
das Jod aussalzen (Mc Laughlan', Carter?) und das Verteilungsgleich- 


1 Mc Laughlan, Zeitschr. f. phys. Chem. 44, 600, 1903. 
2 Carter, Journ. Chem. Soc. 127, 2861, 1925. 
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gewicht zugunsten des organischen Lésungsmittels verschieben (Ja- 
kowkin!, Dawson*). Diese Frage ist aber noch nicht geklart. Die 
Methode ist ziemlich genau (Fehler < 3°), jedoch fiir Mengen unter 
20 y wird der Bestimmungsfehler zu groB. Die Anwendung wird nu 
auf die Jodbestimmung in jodreicheren Materialien beschrankt sein. 

Hercus, Benson und Carter* haben das Freseniussche Prinzip bei 
ihren Jodbestimmungen in Bodenproben angewandt. Hierbei wird 
das Jodid mit ziemlich viel Oxydans (rotrauchender Salpetersdure) 
oxydiert, so daB die niedrigen Ergebnisse auf die hohe NO,-Kon- 
zentration zuriickgefiihrt werden kénnen (vgl. NO,-Linie Abb. 2). 
Nachdem mit Natriumacetatlésung (pq = 9,1) tiberschichtet ist, wird 
titriert; bei diesem py ist der Thiosulfatverbrauch ungefahr 40°, zu 
niedrig (vgl. Abb. 1), welchen Umstand genannte Autoren nicht ge- 
nigend beriicksichtigt haben. 


4. Bestimmung nach Winkler mittels Chlorwassers. Bekanntlich 
beruht diese Methode auf der Oxydation des Jodids zu Jodsaure mit 
Chlor oder Brom, dessen Uberschu8 ausgekocht wird; bei Zugabe 
von Jodid bildet sich eine sechsfach gréBere Menge freies Jod als die 
urspriingliche, welche mit Thiosulfat titriert wird. 

In Ubereinstimmung mit Blum* und Héjer® begegnete ich bis- 
weilen frischem Chlorwasser, das trotz kraftigen Auskochens noch 
oxydierende Stoffe in der Lésung hinterlieB. Wahrscheinlich beruhen 
auch die von Sturm® erhaltenen zu hohen Ergebnisse bei Titration von 
3 bis ly Jod auf demselben Grund. 

Héjer schlagt deshalb vor, nicht mehr Cl, anzuwenden, als gerade 
erforderlich ist fiir die Oxydation des Jodids (weniger als 0,0035 mg). 
Es mu8 aber auch noch beriicksichtigt werden, daB die oft vorhandenen 
Nitrite vollstindig durch ein Uberma8 von Chlor oxydiert werden 
miissen, weil diese, selbst in kleinen Mengen (< 1 mg), sonst das H JO, 
reduzieren nach der Gleichung 


2HJO,+ 2HNO,— J, t+ + H,O+ 2HNO, 
und sehr groBe Jodverluste verursachen. Méglich erklart dies die von 
Settimj? erlittenen Jodverluste. Bei den folgenden Versuchen sind jedes- 


mal 5 y Jod nach Dupré-Winkler mittels Chlorwassers neben wechseln- 
den Mengen Nitrit bestimmt. 


1 Jakowkin, Zeitschr. f. phys. Chem. 20, 19, 1896. 

2 Dawson, ebendaseibst 56, 605, 1905. 

8’ Hercus, Benson und Carter, Journ. of Hygiene 24, 331, 1925. 
4 Blum, Schweiz. med. Wochenschr. 57, 808, 1927. 

5 J. Axel Héjer, Lund, diese Zeitschr. 205, 273, 1929. 

® Sturm, diese Zeitschr. 200, 273, 1928. 

7 Settimj, Annali chim. applic. 17, 432, 1927; 18, 104, 1928. 
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Der Vorschlag Héjers kann also irrefiihren, und etwas gréBere 
Chlormengen sind leider unvermeidlich. 

Die bis jetzt bekannten Methoden schreiben meistens 0,5 bis 1 ccm 
Chlorwasser vor, d. h. héchstens 3,5 bis 7 mg Chlor. Aus meinen Ver- 
suchen ist ersichtlich, daB dann schon 2 bis 4mg NO, sich stérend 
geltend machen, eine Menge, welche z. B. bei der Jodbestimmung im 
Harn nach von Fellenberg leicht das Jodid begleiten kann. 

Eine zweite Fehlerquelle beim Gebrauch von Chlorwasser entsteht 
in der Bildung von Bromaten aus Bromiden. Bei folgender Versuchs- 
reihe ist die Flissigkeit wieder nach Duwpré-Winkler angesiuert, aus- 
gekocht und titriert. 
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Auch die Stérung durch Bromide ist also sehr ernsthaft. Von dem noch 
allgemein gebrauchten Chlorwasser (von Fellenberg, Jochmann, Lunde, 
Veil und Sturm, Adlercreutz, Schwaibold) ist meines Erachtens fiir 
Mikrotitrationen abzuraten. 

Auch in essigsaurer Lésung ist Chlorwasser fiir die Winklersche 
Mikrotitration nicht geeignet. Selbst wenn man die gebildete Mineral- 
siure mit Natriumacetat -puffert, stért das Bromat erheblich. Die 
von mir gemachten Einwendungen in bezug auf die anwesenden Nitrite 
bleiben ebenfalls bestehen, wenn es sich um ein essigsaures Mittel 
handelt. 


Bestiemmung nach Winkler mittels Bromwassers in schwefelsawrer 
Lésung. Das Bromwasser wurde von Bugarszky und Horvath’ zuerst 


1 Bugarszky und Horvath, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 68, 
184, 1909. 
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vorgeschlagen, spater von Kendall! fiir eine ziemlich verfeinerte Methode 
angewandt (Empfindlichkeit bis 5 y Jod) und schlieBlich von mehreren 
Untersuchern (von Fellenberg?, Leitch und Henderson*. Kieferle und 
Mitarbeitern*) fiir Mikrojodbestimmungen gebraucht. Weil genaue 
Angaben fiir die Ausfiithrung dieser Bestimmung fehlten, habe ich® und 
unabhaingig von mir auch Hoéjer® alle Bedingungen untersucht. Der 
Behauptung Schwaibolds’, daB Bromwasser als Oxydationsmittel haufig 
erhebliche Abweichungen mitbringen sollte, kann ich gar nicht bei- 
stimmen. Ebenso wie Héjer halte ich hingegen das Arbeiten mit 
Bromwasser fiir sehr zuverlassig; folgende Methode wende ich seit 
langerer Zeit an. 


Titration nach der ,,Brom-Schwefelsauremethode". 


Reagenzien: 0.5 n Schwefelsaure, Bimssteinpulver, frisch bereitetes. 
gesattigtes Bromwasser, 5°,ige Kaliumjodidlésung, 5°/,,ige Starke- 
lésung und ungefahr n/1000 Natriumthiosulfatlésung. 


Ausfiihrung der Titration. 


In einem Erlenmeyerkélbchen von 25 ccm befindet sich die zu 
untersuchende Jodidlésung (nicht mehr als 1 cem) einpipettiert. Man 
fiigt tropfenweise Schwefelsiure bis zur sauren Reaktion auf Methy]- 
orange (Tiipfeln mit einem Platindraht auf Methylorangepapier) hinzu 
Darauf werden noch 2 Tropfen Uberschu8 
an Schwefelsaure (pg ungefahr 1.6), 3 Tropfen 
gesattigtes Bromwasser und Wasser bis zu 
einem gesamten Volumen von 2cem zu- 
gegeben. Man wirft etwas Bimssteinpulver 
ins Kélbchen und stellt es schrag in ein stark 
erhitztes Sandbad,. wie die Abb. 3 angibt 
In dieser Weise wird sehr kraftig ausgekocht, ohne daB durch Spritzen 
Fliissigkeit verlorengeht. Man ]aBt von dem Augenblick an, daB ein 
deutlicher Strom Wasserdampf entweicht, 45 Sekunden kochen und 
kiihlt ab. Die weitere Titration geschieht bei kiinstlichem Licht. 





Abb. 3. 


1 Kendall, Journ. Amer. Chem. Soc. 34, 894, 1912; Journ. of biol. Chem. 
19, 251, 1914; 48, 149, 1920; vgl. auch Kelly und Husband, Biochem. Journ. 
18, 951, 1924.. 
von Fellenberg, Ergebn.d. Physiol. 25, 198, 1926. 
Leitch und Henderson, Biochem. Journ. 20, 1003, 1926. 
Kieferle, Kettner, Zeiler und Hanusch, Milchwirtsch. Forsch., 4. Mai 


1927. 
5 Reith, Receuil trav. chim. Pays Bas 48, 386, Marz 1929. 
J. Axel Héjer, Lund, diese Zeitschr. 205, 273, 1929. 
? Schwaibold, Zeitschr. f. analyt. Chem. 78, 168, 1929. 
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namlich bei einer Philips-Sonnenlichtlampe, bei welcher die direkte 
Strahlung abgeschiitzt ist. 

Man pipettiert 0,lecem Kaliumjodidlésung (= 5mg KJ) ins 
Kélbchen, fiigt 3 Tropfen Starkelésung hinzu und titriert langsam 
mit n/1000 Thiosulfatlésung. Man verwendet hierbei eingeteilte Pi- 
petten, welche 0,1 oder 0,3 cem fassen und die Ablesung auf 0,001 cem 
genau gestatten. Die Thiosulfatlésung la8t man gegen den Boden des 
schrag gehaltenen Kélbchens ausflieBen. Beim Endpunkt wird jedesmal 
0,002 cem Titerlésung zugefiigt und durch Vergleichung der Farben 
vor und nach dem Umschiitteln beurteilt, ob der Endpunkt erreicht ist. 


Ausrechnen der Versuchsergebnisse. 

An erster Stelle ist hier von Interesse, welche Korrektion die 
Titrationswerte brauchen. Im Beginn dieses Artikels habe ich schon 
erértert, daB die Empfindlichkeitsgrenze der Jodstarkereaktion einer- 
seits, die Ubertitrierung andererseits diese Korrektion beeinflussen und 
ferner auch von der Person des Untersuchers abhangig ist. 

Ich fand nun diese Korrektion durch nachstehende Titrationen 
von genau bekannten Mengen Jodid nach obiger Ausfiihrung; die 
Thiosulfatl6sung wurde auf n/L000 Jodatlésung eingestellt. Das 
Volumen der Lésung nach beendeter Titration (bei einer Zimmer- 
temperatur von 15 bis 20°C) wechselte zwischen 1,6 und 2,0 ccm. 





0,001 (003) n + Jodion Zu wenig 
Thine atwarhers > Bs . 
eee — berechnet gefunden y Jod 


7 Jodion 
eingetragen 


0.20 0.098 0,17 0,03 
0,25 0,010 0,21 0,04 
0,30 0,014 0,29 0,01 
0,40 0,018 0,38 0,02 
0,50 0,024 0.50 0.00 
0,60 0,028 0,59 0,01 
0.80 0,936 0,76 0,04 
1,09 0.046 0,97 0,03 
1,50 0,072 1,49 0,01 
2,00 0,092 1,94 0.06 
3.00 0,140 297 0,03 
4,00 0,199 4,02 — 0,02 
5.09 0.234 4.96 0,04 


Im Mittel 0,03 


Die Korrektion ist also im Mittel + 0,03 y Jodion. Man kann 
nun aus den Ergebnissen auf verschiedene Weise die gesuchte Jod- 
menge errechnen. 


a) Man kann die Thiosulfatlésung auf n/1000 Jodatlésung einstellen. 
Der gesuchte Jodgehalt ist dann a. 21,15 +- 0.03 » Jod, wenn ,,a‘‘ der ge- 
fundene Thiosulfatverbrauch ist. 
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b) Einfacher und genauer ist es jedoch, bekannte Mengen (5 oder 10 y) 
Jodion gleichzeitig mit der zu untersuchenden Lésung nach meiner Methode 
zu behandeln und den Wirkungswert der Thiosulfatlésung auf folgende 
Weise festzustellen. Beispiel: fiir 5,007 Jodion brauchte ich 0,225 ccm 
einer Thiosulfatlésung und fiir die unbe’ annte Probe 0,107 ccm. Es zeigt 
also leem dieser Thiosulfatlésung (5,00 — 0,03): 0,225 = 22,097 Jod an; 
die unbekannte Lésung enthielt 0,107 . 22,09 + 0,03 = 2,407 Jod. 


c) Fir die Bestimmung von ganz kleinen Jodmengen (< 2) ist es 
am sichersten, daB man gleichzeitig mit der unbekannten Lésung auch 
folgende Mengen Jodion: 0,3, 0,6, 0,9, 1,2, 1,5, 1,8 y titriert und die ge- 
suchte Jodmenge graphisch oder durch Interpolation berechnet. Es werden 
allerhand Stérungen (Bromgehalt, Atmosphére, verainderte Beurteilung 
des Umschlags usw.) in dieser Weise vollstandig ausgeschlossen. Eine 
genaue kolorimetrische Bestimmung von kleinen Jodmengen (0,2 bis 1,0 >) 
ist unten beschrieben (Nr. 8). 


Wie weit man die angegebenen Grenzen fiir den Sauregrad, die 
Kochzeit, die Brommenge usw. iiberschreiten kann, zeigen folgende 
Bestimmungen von jedesmal 5y Jodion. 


a) Titration genau nach Vorschrift ... . sa ew = OS 
b) Mit dem Brom erst 15 Minuten in Satie Wasser er- 
warmt und darauf wie gewéhnlich ausgekocht . . ... . + 0,6 
c) 15 Tropfen Bromwasser zugegeben ...........—0,2 
d) 0,40 cem 10%iger H,SO, zugegeben. . . . . — 0,6 
e) 5 Sekunden ausgekocht; 2,01 g Fliissigkeit iibriggeblieben + 4,0 
a - 1,95 g ‘a + 0,4 
gz) 30 na te 1,78 g os _ + 0,4 
Se ieee s 1,55 g * . 0 
i) 60 so ‘i 1,39 g ae ve — 1,6 
k)% ,, * 1,20 g ss J om £5 
i re 0,89 g a me ~ oe 


Stérungen durch begleitende Salze. 


Ich untersuchte die Stérung durch Cl’-, Br’-, NO,-, SO;-, ClO- 
BrO;- und NH,-Ionen. Bei gutem Arbeiten sind aber C10,-, BrO,- 
und NH, -Ionen nicht zu erwarten. Sulfate kénnen in gréBeren Mengen 
auftreten, wenn die Fliissigkeit viel Saure zur Neutralisation braucht. 
Die eventuellen Stérungen, falls Jodion < 1 y anwesend ist, sind 
unten (Nr. 8) angegeben. 


Bei den Versuchen wurde festgestellt, daB Chloride nicht stérend 
wirkten. 


Bromide kénnen' bekanntlich Jodverluste nach folgender Gleichung 
verursachen : 


2J0;, + 10 Br’ + 12H’— J, + + 5Br, * + 6H,0. 
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Diese Reaktion ist selbst fiir eine quantitative Bromidbestimmung 
( Bugarszky1) angewandt worden. Bei dem schwachen Sauregrad und 
der kurzen Auskochzeit kaniu ‘man jedoch nach meinen Versuchen 
5 y Jod neben einer 400fachen Menge Br’ bestimmen mit einem Fehler 
von nur —2 °%,; dies geniigt fiir die gew6hnlichen Mikrojodbestimmungen. 
Bei héherem Sauregehalt war der Jodverlust viel ernsthafter. 

Nitrite werden von Br, nur teilweise oxydiert. Deshalb wird z. B. 
bei 1 und 2 mg NO, das Ergebnis der Bestimmung von 5 y Jod schon 
mit 12 bzw. 42°, vermindert. Es wollte nicht gelingen, die Nitrite 
mit Harnstoff oder durch mehrstiindiges Erwairmen mit Uberschu8 
von Brom vollstandig zu zerstéren. SchlieBlich erwies sich das Natrium- 
azid, NaNsg, als ein vortreffliches Reagens, das in saurem Mittel die 
letzten Spuren von salpetriger Saure schnell zerstért, wie aus folgender 
Gleichung zu ersehen ist: 

HNO, + HN, —~ N,O 4 + N, # + H,0O. 

Die Stickstoffwasserstoffsaure bindet in schwefelsaurem Milieu nur 
wenig Brom, und sie macht aus Jodiden kein Jod frei. Auch in Gegen- 
wart von Katalysatoren, z. B. von Natriumthiosulfat, verbraucht sie 
neben Schwefelsiure nur auBerst langsam Jod. Weil die sehr fliichtige 
Stickstoffwasserstoffsaure wahrend des Siedens fast vollstandig ver- 
schwindet, ist ihr langsamer Jodverbrauch hier keine Fehlerquelle, 
wie ich an besonderen Versuchen feststellen konnte. 

Die Mikrobestimmung von Jodid neben Nitrit gestaltet sich nach 
der ,.Azidmethode™ wie folgt: 

Die zu titrierende Lésung (héchstens 1 ccm) wird in einem Erlen- 
meyerkélbchen von 25cem mit einem Uberschu8 von 5°,iger Azid- 
losung versetzt (auf 1 mg HNO, verbraucht man 1,7 mg NaN,) und 
mit 0,5n Schwefelsaure (Tiipfeln auf Methylorangepapier mit einem 
Platindraht) angesauert. Bei Vorhandensein von Nitriten sieht man 
eine lebhafte Gasentwicklung von Stickstoff und Stickoxydul. Wenn 
hierbei der stechende Geruch von Stickstoffwasserstoffsiure nicht 
wahrnehmbar ist, muB8 man noch mehr Natriumazidlésung hinzufiigen 
und aufs neue die saure Reaktion priifen?. Man versetzt darauf sofort 
mit noch zwei Tropfen 0,5n Schwefelsiure im Uberschu8 und drei 
Tropfen Bromwasser und verfahrt nun im iibrigen wie oben bei der 
, Brom-Schwefelsauremethode“ angegeben worden ist. 

Ich lasse noch einige Beleganalysen folgen, wobei jedesmal 5,00 y 
Jod mit den in der Tabelle genannten Zusatzen bestimmt wurden. 


1 Bugarszky, Zeitschr. f. anorg. Chem. 10, 387, 1895. 

? Man kann auch den Uberschu8 HN, durch Tiipfeln auf Léschpapier 
finden, das erst mit Ferrichloridlésung angefeuchtet und getrocknet ist. 
In einer Verdiinnung 1: 10000 gibt HN, noch eine Rotbraunfarbung. 

















262 J. F. Reith: 





Zussize 20 5,00 y Jod bel der Titration — 
sis , 5,04 — 4.95 
Keine Zusiitze oder Azidzusitze 5.00 
0,5 mg NO} ohne Azid 4,80 0,4 
Le. 2Ge. -» se 4,38 12.4 
a0 5 BOs, 4 * 2,90 42.0 
2,0 . NOZ+ 4,2 mg Azid 5.12 + 2.4 
50 , NOZ+105 , 5,08 + 1,6 
10.0 , NO,+21 5,12 * + 24 
200 , NOZ+42 , 5,12 * + 2,4 
30,0 , NOJ+63 , 5,16 * + 32 


* Farbumschlag iiber Violett; Endpunkt jedoch gut wahrnehmbar 


Die Stérungen durch die iibrigen untersuchten Tonen sind aus nach- 
stehender Abb. 4 ersichtlich. 
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Abb. 4. 
Graphische Darstellung der Stérungen durch begleitende lonen bei Titration von 5; .Jodion 


nach der Brom-Schwefelsiuremethode. 


Ich méchte hier noch auf die eingehenden Arbeiten von Héjer 
(l. c.) hinweisen, dessen Ergebnisse im allgemeinen mit den meinigen 
iibereinstimmen. Héjer hat bei seinen Versuchen in einer 0,13 n schwefel- 
sauren Lésung schon einen Jodverlust von 33°, wahrend ich in 0,5 n 
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Schwefelsaure keinen merklichen Verlust konstatieren kann. Wahr- 
scheinlich ist die Auskochzeit bei Héjers Versuchen langer, weil er 
0,8 bis 1,0 cem Lésung im Glycerinbad von 130° C bis 0,1 cem eindampft. 
Es ware zu untersuchen, ob bei seiner Methode beigemischte Salze., 
ebenso wie die Schwefelsaéure, bald stéren. Besonders die Nitrite werden 
auch hier ernsthaft stéren und miissen meines Erachtens zuvor be- 
seitigt werden. Im Gegensatz zu Hoéjer haben meine Kochsteine (Bims- 
steinpulver) nie Fehler durch Bromadsorption veranlaBt. 


6. Bestimmung nach Winkler mittels Bromwassers in essigsaurer 
Lésung. Fir die Jodbestimmung in bromreichem Meerwasser fiihrt die 
vorgehende Titration in schwefelsaurem Mittel zu Fehlresultaten, 
weil neben dem Jodid zu viel Bromid zuriickbleibt. Man titriert in 
diesem Falle nach einer ,,Brom-Essigsiuremethode“, d.h. man sauert 
mit 0,lceem Eisessig an und verfahrt weiter nach der von mir be- 
schriebenen Brom-Schwefelsiuremethode. Die Korrektion ist hier 

V .0,11y Jod (V = Volumen nach beendeter Titration). 


Was die Genauigkeit der Methode anbetrifft, ist es bei reinen 
KJ-Lésungen gleichgiiltig, ob man Schwefelsiure oder Essigsaure 
verwendet. Neben anderen Salzen ist letztgenannte Saure im all- 
gemeinen ein wenig vorteilhafter, vor allem bei der Jodidbestimmung 
neben Bromiden, weil man z. B. 5 y Jodion noch neben der 2000fachen 
Menge Bromion ohne Fehler bestimmen kann. Nitrite stéren hier 
ebenso wie in schwefelsaurem Mittel, doch sind sie bei der Meerwasser- 
analyse nicht zu erwarten. Man kann auch ia essigsaurem Mittel unter 
bestimmten Bedingungen mit Stickstoffwasserstoffsaure arbeiten; die 
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betreffende Methode wird aber wegen ihrer schwierigen Handhabung 
kaum Anwendung finden und kann besser unerwahnt bleiben. 


Die Stérungen von Bromiden und einigen anderen Salzen zeigt 


Abb. 5. 


7. Kolorimetrische Bestimmung nach von Fellenberg als J,, gelést in 
CCl, Die bekannte von Fellenbergsche Methode fiir Mikrojodidbestim- 
mung darf ich als bekannt voraussetzen. Fiir meine Untersuchungen 
habe ich CHCl, nicht benutzt, weil gegen dieses Lésungsmittel 6fter 
Einwendungen gemacht sind (Blum!, Matthes und Wallrabe*), auch 
nicht das von Settimj? vorgeschlagene CS,, weil dieses sehr bald nach 
sorgfaltiger Reinigung Jod bindet, sondern CCl,, in welchem die Farb- 
intensitat des gelésten Jods ungefihr dieselbe ist wie beim Gebrauch 
von CHCl. 

Das Lésungsmittel 148t man am bequemsten aus einem Tropfen- 
dosierapparat eintropfen. Dieser besteht aus einem kleinen, senkrecht 
angebrachten Scheidetrichter mit einem 40 cm langen Stiel aus Kapillar- 
rohr (Lumen = 0,24mm) mit flach geschliffener Spitze. An dieser 
Spitze ist ein kurzes Glasrohr befestigt, in welches die Ausschiittel- 
réhrchen gerade passen. Die ausflieBenden Trépfchen (3 Tropfen 
= 0,02 cem) beriihren auf diese Weise die Wande der Réhrchen nicht. 
Der Hahn des Scheidetrichters wird mit Phosphorsaure angefeuchtet. 

Die Ausschiittelmaschine nach Linschoten* hat sich in der Praxis 
weniger gut bewéhrt. Das Jodkolorimeter nach van de Vlugt® erméglicht 
die Farbenbeurteilung auch an sonnigen Tagen und bei dunklem Wetter. 


In diesem Apparat werden die Réhrchen mit reinweiBem Kunstlicht be- 
leuchtet und durch eine Lupe betrachtet. 


Die Stérungen von begleitenden Salzen sind erheblich. Bei meinen 
diesbeziiglichen Versuchen brachte ich in die Ausschiittelréhrchen 
bekannte Mengen Jodid (1,6 und 1,9 y) und die gewiinschte Menge der 
Salzlésung, fiillte bis 0,8 cem an, fiigte einen Tropfen Nitritschwefelsaure 
(50 mg NaNO, in 10 ccm 2n Schwefelsdure) und 0,02 cem CCl, hinzu 
und schiittelte nach von Fellenberg aus. Die erhaltene Farbung wurde 
mit einer in derselben Weise aus reinen Jodidlésungen bereiteten 


Typenreihe verglichen. 


Abb. 6 zeigt die von verschiedenen Ionen verursachten Stérungen. 
Fiir den Entwurf der Kurven habe ich das Mittel mehrerer Versuchs- 


1 Blum, Schweiz. mediz. Wochenschr. 57, 808, 1927. 

2 Matthes und Wallrabe, Schriften der physikalisch-6konomischen 
Gesellschaft Kénigsberg 66, H. 2, 1927. 

8 Settimj, Annali chim. appl. 17, 432, 1927; 18, 104, 1928. 

4 Linschoten, Chem. Weekbl. 22, 325, 1925. 

5 van de Viugt, ebendaselbst 25, 196, 1928 (mit 2 Abbildungen). 
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reihen gewahlt, weil die erhaltenen Zahlen bisweilen nicht genau 
stimmten. 

Nach meinen Bestimmungen iiberschreitet der Bestimmungs- 
fehler 0,2 y und ist damit gréBer als der unvermeidliche Ablesefehler, 
sobald 4 mg Cl’, 0,2 mg Br’ oder 2 mg NO, oder mehr pro Réhrehen 
neben dem Jodid anwesend sind. Es ist zu befiirchten, daB bei mehreren 
mitgeteilten Ergebnissen der Jodbestimmung im Harn diese Grenze 
von 2mg NO, iiberschritten ist. 
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Anzah/ MG storendes Ion pro Ronrchen 


Abb. 6. 
Graphische Darstellung der Stérungen durch begleitende Ilonen 
bei der Jodidbestimmung nach von Fellenberg. 


Zusammenfassend hat sich also ergeben, daB diese kolorimetrische 
Methode spezifisch und in reinen Jodidlésungen sehr empfindlich 
(bis ungefahr 0,2 y) ist; sie ist aber fiir Serienarbeit zeitraubend und 
gibt weniger genaue Werte. Diese Jodidbestimmung wird nicht von 
Nitraten und Ammonsalzen beeinflu8t, Sulfate und Chloride dagegen 
stéren ziemlich stark; Nitrite diirfen nur in sehr geringen Mengen 
anwesend sein, wihrend neben Spuren von Bromiden, Chloraten und 
Bromaten die Bestimmung vollstandig mifSlingt. 

8. Kolorimetrische Bestimmung von Jodmengen kleiner als 1,0 y. 
Bei der Titration sehr kleiner Jodmengen kann auch nach langerer 
(bung der unvermeidliche Bestimmungsfehler (Beurteilung des Farb- 
umschlags!) bisweilen relativ groB sein. Auch die kolorimetrische 
Bestimmung (vgl. Nr. 7) nach von Fellenberg in z. B. nur 0,2 cem Lésung 
mit 0,01 cem CCl, liefert keine besseren Werte, weil begleitende Salze 
noch merklicher stéren. AuBerdem fand ich diese Bestimmung in 
solchen besonders kleinen Volumina trotz aller Sorgfalt unzuverlissig, 
weil kleine Mengen Staub in der zu untersuchenden Lésung sich um 
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de» Tetrachlorkohlenstoff anhaufen, die Farbenbeurteilung erschweren 
und selbst Jod zu binden scheinen. 


Die im folgenden beschriebene Arbeitsweise gebrauche ich fiir Jod- 
mengen von 0,15 bis 1,0 y mit gutem Erfolg. Dabei ist vorausgesetzt, 
daB die Nitrite mit Bisulfit oder mit Azid entfernt sind, wie ich spater 
bei der Methodik der Lebensmittel- und Harnuntersuchung zu _be- 
schreiben denke. 

Der meistens 10 bis 15 mg schwere Salzriickstand in der Platin- 
schale (Durchmesser 6 cm) wird in 1,0 cem Wasser gelést. Man pipettiert 
0,60 cem der Lésung in ein Erlenmeyerkélbchen von 25 ccm Inhalt 
und spiilt die tibrigbleibende Lésung aus der Schale und der Pipette in 
ein zweites Kélbchen iiber. Man oxydiert jetzt genau nach der vorher 
beschriebenen Brom-Schwefelsiuremethode zu Jodat, gieBt aber 
nach dem Auskochen die Fliissigkeit in ein Reagenzréhrchen, 78 . 10 mm, 
fiillt mit Wasser bis zu 2 ccm auf (Marke auf dem Roéhrchen) und stellt 
es in Eiswasser'. Nach vollstindiger Abkiihlung werden 3 Tropfen 
5°/oiger Starkelésung und 0,1 ccm 1°/ ,iger KJ-Lé sung (= 0,1 mg KJ) 
zugegeben und einige Male vorsichtig gemischt. Zu gleicher Zeit wie 
die unbekannte Jodidmenge werden auch bekannte Mengen: 0,15, 
0,20, 0,30, 0,40 usw. bis 1,0 y Jod, in derselben Weise behandelt. 


Es bietet jetzt keine Schwierigkeiten, nach der Blaufarbung der 
zu untersuchenden Lésung den Jodgehalt zu bestimmen. Die Farbung 
im Réhrchen mit 0,20 y ist nicht mehr mit Sicherheit wahrnehmbar. 


Es sei betont, daB man nicht mehr als 0,1 mg KJ hinzufiigen darf, 
weil sonst in Flissigkeiten, welche auch noch KCl, KNO, usw. ent- 
halten, bisweilen blauviolette Farben auftreten kénnen, welche die 
Beurteilung erschweren. Uber diese Farbverschiebung vgl. auch 
Berczeller und Wastl?, sowie Angelescu und Mircescu®. 


Am bequemsten stellt man die Réhrchen in ein metallenes Gestell 
mit glasernem Boden, das in ein glasernes Bassin mit Eiswasser gesetzt 
ist. Wenn man dieses von unten her mit weiBem Licht beleuchtet, wird 
der Vorteil erreicht, daB man die Réhrehen auch wahrend der Be- 
urteilung im Eiswasser stehenlassen kann. 

Aus meinen Versuchen, die ich hier nicht ausfiihrlich mitteilen 
werde, geht hervor, daB diese kolorimetrische Bestimmung auch neben 
ziemlich groBen Salzmengen, wie 10mg Cl’, 0,5mg Br’, 5mg N,, 
15 mg NO, oder 10 mg SO{, genaue Resultate gewihrleistet. 


1 Bei 0° sind ungefahr 30°, weniger Jod nétig als bei 15°, um mit 
Starkelésung Blaufairbung zu erzielen. 

2 Berczeller und Wastl, diese Zeitschr. 144, 170, 1924. 

3 Angelescu und Mircescu, Journ. de chim. phys. 25, 327, 1928. 
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Die vorher beschriebene Bestimmungsmethode habe ich schon 
langere Zeit bei der Harn- und Lebensmittelanalyse angewendet. Der 
letzte Salzriickstand in der Platinschale wiegt 10 bis 15 mg und wird 
in zwei Teilen weiter verarbeitet. Eine Stérung durch begleitende 
Salze ist also nicht zu befiirchten. 


Zusammenfassung, 


Eine méglichst vollstandige Untersuchung der bekannten Mikro- 
methoden zur Jodidbestimmung wird mitgeteilt. Erst sind Bereitung 
und Priifung vieler Reagenzien beschrieben. Darauf wird gezeigt, da in 
der Praxis das Jodid immer von anderen anorganischen Salzen begleitet 
ist, welche vom Ausgangsmaterial oder von den Reagenzien herriihren. 
Die Jodidbestimmung muB also auch neben diesen Salzen méglich sein. 


Einige mehr allgemeine Fragen werden besprochen, wie die Emp- 
findlichkeit der Jodstarkereaktion, die Méglichkeit der Oxydation von 
Jodwasserstoffsaure durch Luftsauerstoff und der EinfluB von py und 
KJ-Gehalt der Lésung auf den Thiosulfatverbrauch von sehr ver- 
diinnten Jodlésungen. 


Bei der gesonderten Besprechung der Mikroverfahren ist’ besonders 
die mégliche Stérung von Nitriten und Bromiden, welche immer an- 
wesend sein kénnen, beriicksichtigt. Die Titration mit Thiosulfat- 
losung nach Grange-Fresenius (Nr. 3) gibt nur fiir etwas gréBere Jod- 
mengen (ab 20 » Jod) befriedigende Werte. Das Winklersche Prinzip 
fiir Jodidbestimmung ist eingehend untersucht. Beim Gebrauch von 
Chlorwasser (Nr. 4) beeintrachtigen Nitrite und vor allem Bromide 
die Ergebnisse. Die ebenfalls vielfach verwendete kolorimetrische 
Bestimmung, als Jod in CCl, gelést. nach von Fellenberg (Nr. 7) wird 
von verschiedenen Salzen, in erster Linie Nitriten und Bromiden, 
weitgehend beeinfluBt. 


Geniigend einwandfrei ist nur die Titration, wenn man zuerst 
nach dem Winklerschen Prinzip mit Bromwasser oxydiert hat.  Fiir 
die gewohnliche Praxis ist sie in schwefelsaurem Milieu (Brom-Schwefel- 
siuremethode, Nr. 5) vorzunehmen, bei der Untersuchung von brom- 
reichem Meerwasser dagegen arbeitet man am besten in essigsaurem 
Milieu (Nr. 6). Es ist aber notwendig, die eventuellen Nitrite zuvor 
mit einem Uberschu8 von Natriumazid zu eliminieren. Beide letzt- 
genannten Methoden sind eingehend auf ihre Genauigkeit und etwaige 
Stérungen gepriift. 

Die kleinsten Jodmengen (weniger als 1,0 y) lassen sich meines 
Erachtens am besten nach dem neubeschriebenen kolorimetrischen 
Verfahren (Nr. 8) bestimmen. 
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(Abb. 7). 


J. F. Reith: Mikrobestimmung von Jodiden. 


Die von Nitriten und Bromiden bei den verschiedenen Methoden 
verursachten Stérungen sind in einem Kurvenbild zusammengestellt 
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Graphische Darstellung der Stérungen, von Nitriten 
und Bromiden bei verschiedenen Jodbestimmungsmethoden verursacht. 















hy« 
mit 
Me: 
unc 
zur 


Age 


Zus: 


sam 








oden 
tellt 


Uber den relativen Nahrwert der Kohlenhydrate 
und verwandten Substanzen. 
Von 
Hisasi Ariyama und Katuo Takahasi. 


(Mitgeteilt von Prof. U. Suzuki aus dem agrikulturchemischen Laboratorium 
der Universitat Tokio, Komaba.) 





(Eingegangen am 9. September 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Bestimmung des relativen Nahrwerts verschiedener Kohlen- 
hydrate und verwandter Substanzen wurde durch Fiitterungsversuche 
mit weiBen Ratten ausgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde eine bestimmte 
Menge der zu untersuchenden Substanz dem Grundfutter zugesetzt 
und den Tieren gegeben, die dadurch hervorgerufene Gewichts- 
zunahme wurde als MaBstab des relativen Nahrwerts gewahilt. 

Als Untersuchungsmaterial dienten folgende 28 Substanzen: Starke, 
Agar-Agar!, Inulin, Dextrin, Glykogen, Funkan?, Kognak-Pulver®, 


1 Agar-Agar, Zusammensetzung in Prozenten (Trockensubstanz): 


I saa tee os ae eels 8 oe we 
OS ee ee ee 
Stickstofffreie Extraktstoffe....... .. . 93,68 
a SR ie hale SSE nS 
A hs Vata Oe Nae oA Se ele ee a eS 6 Se ot 


2 Funkan, chinesisches Futtermittel, bereitet aus Phaseolus Mungo, 
Zusammensetzung in Prozenten (Trockensubstanz) : 


ERE a ee ee ee. 
I arene ete rer eee oe ee es ar he 
Stickstofffreie Extraktstoffe. ....... . . 99,08 
EN te Se a ee 
0 EEE Ree ree he ee ee en a 


8 Kognak-Pulver, bereitet aus Conophallus Kognak-Wurzeln, Zu- 
sammensetzung in Prozenten (Trockensubstanz): 


I ere ae ee 
EE 
Stickstofffreie Extraktstoffe. ..... .. . . 90,74 
oa es cre GAG ek se tt te es eee 
DRE Eaten ete we ale GS SY Ss ae we ow oe SE 
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Xohrzucker, Maltose, Milchzucker, d-Glucose, d-Fructose, d-Galaktose 
d-Mannose, d-Glucosamin, a-Methylglucosid, 1-Xylose, 1-Arabinose 
Dioxyaceton, d-Mannit, Glycerin, Athylenglykol, d-Gluconsaure 
d-Zuckersiure, Schleimsaure, Glycerinsiure, Athylalkohol, d, l-Alanin 


Das Grundfutter bestand aus 27°, Fleischpulver, 70°, Butter 
3°, McCollums-Salzgemisch. Dazu wurden taglich 0,2 g Trockenhefe 
pro Ratte zugesetzt. Obgleich dieses Futtergemisch praktisch sehr 
geringen Gehalt an Kohlenhydraten aufwies, wurde durch Fiitterungs- 
versuche festgestellt, daB die Ratten fast normalerweise wachsen 
kénnen, wenn es in geniigender Menge gegeben wird (Abb. 1 A). Wird 
aber die tagliche Zugabe auf 4,2 g reduziert, so steigt das Kérper- 
gewicht allmahlich bis 90 bis 100 g und dann kommt es zum Stillstand 
(Abb. 1 B). In folgendem Versuch wurden deshalb 4,2 g Grundfutter 
pro Tag als Kontrolle genommen und zur Bestimmung des relativen 
Nahrwerts wurden je 1,25 g (30°, des Grundfutters) der Probesubstanz 
zum Kontrollfutter zugesetzt und den Tieren vorgesetzt. 









Ny 
ca) & wi 1209 

e r/ 
v ae ma 

£7 < 60 

BIE TE TIT 
Sor Ee ae 
lage 
Abb. 1. 
(A) = Wachstum der Tiere mit dem Grundfutter ad. lib. 


(B) = Wachstum der Tiere mit beschriinkter Menge (4,2 g pro Tag) 


: des Grundfutters 


Da die Tiere unter méglichst gleichen Bedingungen gehalten 
wurden, so muBte das Wachstum ausschlieBlich von der Natur der zu- 
gesetzten Substanz abhangen. 


Versuch 1. 
Untersuchungsmaterial: Starke, Agar-Agar, Inulin, Dextrin, Rohr- 
zucker, Maltose, Milchzucker. 


Versuchsdauer : April bis Juli 1928. 
Zimmertemperatur : Durchschnittlich 23° C. 


Junge miannliche weiBe Ratten von je 40 bis 45 g wurden getrennt 
in Metallkafigen gehalten, erst 1 Woche als Vorperiode mit 4,2 g Grund 
futter gefiittert und dann wurden je 1,25 g (30°, des Grundfutters) 
der Probesubstanz zum Grundfutter zugesetzt. 
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Nach 70 Tagen kam das Wachstum fast zum Stillstand (Abb. 11). 
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Abb. 2. 
Gewichtszunahme nach Zusatz der Probesubstanz. (Versuch 1). 
Tabelle I. 
Gewichtszunahme nach Zusatz 
der Probesubstanz 
Untersuchte Substanz ing) on 
in 70 Tagen pro Tag 
g £ 
EEA eer 114,0 1,63 
MIE nao has hc Calg etal! ete, eee 95,7 1,37 
NN Gah 5 Oa tpserna: ie tg hoo ee 89,3 i,28 
Milchzucker. . . OL ot eae cts 89,0 1,27 
Rohrzucker ... . Roae o ie sins 81,3 1,16 
MAS oi ss os RE Se 79,8 1,14 
EE. 6 lice ca oe Le Ns 60,0 0,86 
(Grundfutter allein, Kontrolle) . . . 2.5 0,89 


Agar-Agar hat anscheinend keinen Nahrwert, weil die damit 
gefiitterten Tiere kaum gréBer als die Kontrolltiere wurden.’ 


Versuch 2. 


Untersuchungsmaterial: Glucose, Fructose, Galaktose, Mannose, 
a-Methylglucosid, Xylose, Arabinose, Mannit, 
Glycerin, Athylenglykol, auBerdem Starke 
und Dextrin als Kontrolle. 


Versuchsdauer : Mai bis August 1928. 
Zimmertemperatur : Durchschnittlich 27° C. 


Junge mannliche Ratten von je 40 bis 45 g wurden so lange mit 
4.2g¢ Grundfutter gefiittert, bis das Wachstum zum Stillstand kam. 
Es dauerte 41 Tage, und das maximale Gewicht war durchschnittlich 
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95 g. Hierauf wurden je 1,25 g der Probesubstanz zum Grundfutter 
gesetzt. Die Tiere fingen an wieder zu wachsen und nach 40 Tagen 


kam das Wachstum wieder zum Stillstand (Abb. 3). 





Abb. 3. 


Gewichtszunahme durch Zusatz der Probesubstanz. (Versuch 2). 


Tabelle Il. 








Untersuchte Substanz 


Fructose 
Glucose . 
Starke 
Dextrin . 
Glycerin 
Arabinose . 
Xylose 
Galaktose . 
Mannose 
Mannit . 


a-Methylglucosid . 


Athylenglykol erwies sich als giftig; die mit dieser Substanz ge- 
fiitterten Tiere gingen ausnahmslos am nichsten Tage zugrunde. 


Gegen die friiheren Angaben 


Xylose als nahrhaft und zeigten weder diuretische noch diarrhécische 


Wirkung 
Mannose hatte aber 
Wirkung. 


Gewichtszunahme durch Zusatz 
der Probesubstanz 


in 40 Tagen. pro Tag 
£ o 
55,0 1,38 
52,5 1,31 
52,0 1,30 
51,3 1,28 
49,0 1.23 
35,7 0,89 
35,2 0,88 
34,2 0,86 
32,8 0,82 
25,8 0,65 
19.5 0,49 


wider Erwarten keine  diarrhéeische 


erwiesen sich Arabinose 
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Versuch 3. 

Untersucbungsmaterial: Gluconsiure, Zuckersaéure, Schleimsiure, Gly- 
cerinsaure, Glykogen, Funkan, Kognak, Glu- 
cosamin, Dioxyaceton, Athylalkohol, Alanin, 
auBerdem Glucose und Starke als Kontrolle. 
(Gluconsaure, Zuckersaéure und Glycerinsaure 
wurden als Ca-Salze, Schleimsiure als Na. K 
und Glucosamin als HCl-Salz gegeben.) 

Versuchsdauer : Januar bis April 1929. 

Zimmertemperatur : Durchschnittlich 16,5° C. 

Versuchsbedingungen waren genau dieselben wie bei Versuch 2. Mit 

4.2 ¢ Grundfutter erreichten die Ratten durchschnittlich 80 g (Abb. 4). 
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Abb. 4. Gewichtszunahme durch Zusatz der Probesubstanz. (Versuch 3). 


Tabelle III. 





Gewichtszunahme durch Zusatz 
der Probesubstanz 


Untersuehte Substanz 


in 40 Tagen pro Tag 
g g 

Athylalkohol ........ 49,0 1,23 . 
Dc oy Sg eg 38,7 0,97 
SS Pate Ie eee See 35,3 0,88 
Rte Wout ig ee oe 34,3 0,86 
SS se tre Sa Sa 32,7 0,82 
a See eee ee 21,8 0,55 
... .... trae Se ad oe 19,5 0,49 
es ss GS 6S eS 19,5 0,49 
a ee 19,3 0,48 
NS. 0.50 6 we! @, 264 7,2 0,18 


Merkwiirdigerweise zeigt Athylalkohol den héchsten Niahrwert. 
Die Tiere fressen das mit Athylalkohol befeuchtete Futter innerhalb 
30 Minuten vollstandig, ohne Vergiftungs- oder Betéubungssymptome 
zu zeigen. Nach 40 Tagen waren die Ratten vollkommen gesund und 
munter. Bei der Sektion wurde keine pathologische Veranderung im 
inneren Organ beobachtet. Die Ratten scheinen besonders hohe 

Biochemische Zeitschrift Band 216. 18 
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Toleranz gegen Athylalkohol zu haben. Weitere Versuche mit Athyl- 
alkohol sind jetzt im Gange. Dioxyaceton hat in diesem Versuche 
den niedrigsten Wert ergeben, obgleich es keine schaidliche Wirkung 
zeigte. Schleimséure, Glycerinsiure und Glucosamin wirken giftig. 
Samtliche Tiere starben innerhalb 2 bis 25 Tagen. 


Assimilierbarkeit der Kohlenhydrate. 
Am Schlu8 der oben erwahnten Versuche wurden die wahrend 
18 Stunden nach der Darreichung der Kohlenhydrate ausgeschiedenen 
Harne gesammelt und mit Benedictschem Reagens auf reduzierbare 
Substanz mit folgendem Resultat gepriift: 








Tabelle IV. 

Kohlenhydrat a) Kohlenhydrat ay mooi 
Seren —- Sy ee — 
SD ee ae, Cae -- | er oem — 
GS yk a, gee ~~ Gelektose. ..... +++ 
Agar-Agar. ..-5.. — eae eee ++ 
Giymegemm 2 ws _ a-Methylglucosid . . + 
EP Sea -- Glucosamin. .... po 
Rohrzucker ..... _ Arabinose. ..... +++ 
So Yad _ (eee +++ 
Milchzucker ..... ++ Dioxyaceton. ... . ++ 


Also die Harne der mit je 1,25 g taglichen Dosen von Milchzucker 
Galaktose, Mannose, a-Methylglucosid, Glucosamin, Arabinose, Xylose 
und Dioxyaceton gefiitterten Tiere reduzieren Benedictsches Reagens. 
Diese Substanzen miissen deshalb teilweise unverandert oder ungeniitzt 
im Harn ausgeschieden sein, was mit dem niederen Werte dieser Sub- 
stanzen im Einklang steht. Ausnahmsweise zeigte Milchzucker eine 
niedrigere Assimilierbarkeit, obgleich es auf das Wachstum der Ratten, 
besonders in jiingeren Zeiten, giinstig ist. 


Uber die Assimilationsgrenze der Kohlenhydrate. 

Die Assimilationsgrenze verschiedener Kohlenhydrate wurde bisher 
von vielen Autoren studiert. Sie haben aber hauptsachlich Mause, 
Hunde und Kaninchen als Versuchsobjekte gewahlt. Im oben erwahnten 
Versuch haben wir darauf aunfmerksam gemacht, daB der Nahrwert 
und die Assimilierbarkeit der Kohlenhydrate beinahe in Parallele stehen. 

Um diese Tatsache niher zu studieren, haben wir die Assimilations- 
grenze von 13 Kohlenhydraten mit weiSen Ratten ermittelt. 

Die von uns benutzte Methode war ungefahr diejenige von Mendel 
und Jones'!, die die Toleranz verschiedener Zuckerarten mit Kaninchen 
ermittelt haben. 


1 Journ. of biol. Chem. 48, 491, 1920. 
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Das in diesem Versuch gebrauchte Grundfutter bestand aus 15°, 
Fleischpulver, 70°, Starke, 10°%, Schweinefett und 5°, McCollums 
Salzgemisch. Zu je 12g dieses Futtergemisches wurden noch 0,5 mg 
Biosterin (Vitamin A) und 0,01 g gereinigtes Oryzanin (Vitamin B) 
zugesetzt. 

Die Ratten wurden vorher 10 Tage mit dem Grundfutter gefiittert, 
der ausgeschiedene Harn gesammelt und mit Benedictschem Reagens 
auf reduzierbare Substanz gepriift und wenn die Reaktion negativ 
verlief, wurden die Ratten in folgender Weise behandelt: 20 mannliche 
weiBe Ratten von etwa 150g wurden in vier Gruppen geteilt, und 
jede einzelne Gruppe diente zum Versuch von einzelnen Kohlenhydraten. 
Eine bestimmte Menge der zu untersuchenden Substanz wurde mit 
dem Grundfutter gemischt und portionsweise den Ratten gegeben. 
Wenn es vollstandig aufgefressen wurde, wurden sie wieder mit neuen 
Portionen gefiittert. Jedes Tier wurde getrennt in einem Metailkafig 
gehalten, welcher am Boden mit einem Trichter versehen war, und 
der waihrend 18 Stunden ausgeschiedene Harn gesammelt und mit 
Benedictschem Reagens gepriift. Fiel die Reaktion negativ aus, so 
wurde die Menge der zu priifenden Kohlenhydrate gesteigert, und zwar 
von 0,1 zu 0.2g pro 100g Kérpergewicht, bis der Zucker im Harn 
erscheint. Die kleinste Menge der Kohlenhydrate, die Glucosurie hervor- 
ruft, ist nach Mendel und Jones als Assimilationsgrenze, angegeben. 
Beim Versuch mit Polysacchariden und Disacchariden wurden die 
Harne mit 1 °%, HCl hydrolysiert, bevor sie auf Zucker gepriift wurden 

Beim Versuch mit Glucosamin wurde statt des Benedictschen 
Nylandersches Reagens gebraucht, weil der Harn der mit salzsaurem 
Glucosamin gefiitterten Tiere immer reduzierbare Substanzen auBer 
Zucker enthalt. Bei der Untersuchung von zwei Kohlenhydraten 
wurden die beiden Komponenten im Verhaltnis von 1:1 gemischt. 


Ergebnisse der Versuche. 
Die Ergebnisse sind in den Tabellen I, II, III und IV angegeben. 








Tabelle I. 
Assimilationsgrenze pro 100 g des Kiérpergewichts 
Nr. der Tiere Galaktose Milehzucke 4 bw oan 
Sab ek Seana TN Rea, (lea i. bees a Pewrts i iz Lo 
90 — 0,10* 0,30 0,20 
91 0,10 0,10 0,20 
92 0,10 0,10 0,30 
93 — 0,10 0,10 0,40 
94 0,10 0,20 0,20 
Darchschnittlich — 0,10 oder 0,10 0,16 0,26 


* Minuszeichen bedeutet, daf die Assimilationsgrenze kleiner ist als die angegebene Figur 
18 * 
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Tabelle II. 
Assimilationsgrenze pro 100 g des Kérpergewichts 
| Rohr- | Rohr- | Fruc- aoe 
Nr. der Tiere = Ara- Frue- Rohr- ae poe il abe Dentrin 
Xylose  binose tose zucker + 4 + OS 
Dextrin | Maltose | Glucose | ”**'0** 
: £ & - a | £ 4 - 
: : 
: 
100 —0,10*| 0,10 0,40 0,80 0,80 1,10 1,00 1,40 
; 101 —0,10 | 010 050 0,70 | 030 | 1,00 090 | 1,40 
| 102 —0,10 | 0,10 0,60 0,80 0,70 1,20 | 1,00 1,20 
108 —0,10 | 010 0,40 | 0,70 0,70 0,70 | 1,00 1,20 
| 104 —0,10 | 0,10 0,60 | 0,80 0,80 0,90 1,00 1,40 
Durchsehnittl —0,10 0,10 0,50 0,76 0,76 0.98 0,98 1,32 
* Minuszeichen bedeutet, dai die Assimilationsgrenze kleiner ist als die angegebene Figur 
Tabelle III. 
Assimilationsgrenze pro 100 g des Kérpergewichts 
Rohr 3 
: . os 2 Dextrir 
: Nr. der Tiere Mannose | Dextrin errs hi, Glucose | Maltose | Inulin 
. Glucose | Glucose 
' eee | u g 8 e & g g 
110 | 0,20 0,80 1,00 0,90 1,10 1,50 | 1,50 
j 111 0,20 0,80 0,80 0,90 100 1,40 | 1,50 
112 | 0,30 0,90 0,80 1,00 1,10 1,60 1,50 
113 | 0,30 0,80 1,20 1,00 0,90 1,60 1,60 
114 | 0,40 0,80 1,00 1,00 1,10 1,40 1,70 
Durchschnittl. || 0,28 0,82 0,96 0,96 1,04 1,50 1,56 
Tabelle IV. 
| Assimilationsgrenze pro 100 g des Kérper- 
Ht gewichts 
Nr. der Tiere . . mone 
| Dioxyaceton | Glucosamin H Cl-Salz 
£ | 7 
120 ‘ 0,30 0,30 
121 0,20 0,20 
122 0,40 0,40 
123 0,30 0,30 
124 0,40 0,30 
Durchschnittlich 0,32 0,30 
$i Die Harne der mit Inulin und Dextrin gefiitterten Tiere reduzierten 
| erst nach der Inversion. So scheinen diese beiden als nichtreduzierbare 
Polysaccharide ausgeschieden zu werden. Rohrzucker erscheint teils 
| unverandert und teils invertiert im Harn, weil drei Ratten (Nr. 101 


102, 103) unter fiinf unmittelbar reduzierten, wahrend die tibrigen 
zwei (Nr. 100, 104) nur nach der Inversion reduzierten. Gegeniibe: 
; den Ergebnissen von Mendel und Jones (Tabelle V) liegt die Toleranz 
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Tabelle V. 
Assimilationsgrenze pro 100 g des Kirper- 
an gewichts (durchschnittlich) 
xtrin Kohlenhydrate — —— - - 
+ Die Autoren Mendel und Jones 
altose g g 
g 
se ta er we ek ee 1,56 — 
1,40 ; Maltose . cg aM Rs eee 1,50 1,71 
1,40 Glucose . ae ce ae ere oer 1,04 1,30 
1.20 NS ae aa ae, Kee Arak alg 0,82 1,61 
1.20 MIE oe loa te wy ie 0,76 0,75 
1.40 I ig age Pe, ot Sar Gg 0,50 0,80 
1.32 a te id 0,32 
s Glucosamin, HCl-Salz. . ate 0,30 — 
Figur Mannose. Pte et ig fee a ry 0,28 — 
ER Ge Eee” ae 0,16 _- 
SN th oiic em... Sb | ala nad. 98 0,10 —- 
——— ee ere mre — 0,10 oder 0,10 — 
RT eer ttre gS. 5 ka ee — 0,10 — 
peeree Dextrin + Maltose ........ 1,32 1,50 
, Rohrzucker + Maltose ...... 0,98 
nulin Fructose + Glucose. ....... 0,98 0,75* 
Rohrzucker + Glucose ...... 0,96 — 
B Dextrin + Glucose ........ 0,96 1,46 
Rohrzucker + Dextrin ...... 0,76 0,69 
1,50 Milehzucker + Glucose . ..... 0,26 
1,50 * Mendel und Jones arbeiteten mit invertiertem Rohrzucker. 
1,50 
‘ von Maltose, Glucose, Rohrzucker und Fructose nahe einander. Bei 
1.56 unseren Versuchen hat Dextrin den Wert 0,82 g gegen 1,61 g von 


Mendel und Jones ergeben. In unserem Versuch liegt ferner die Assi- 
milationsgrenze des gemischten Zuckers zwischen zwei Komponenten, 
wahrend bei Mendel und Jones die Toleranz des gemischten Zuckers 
niedriger als beide Komponenten war (ausgenommen Dextrin-Glucose- 
gemisch). 
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Uber die Katalyse durch salpetrige Siure 
bei der Umsetzung zwischen elementarem Sauerstoff und 
Jodwasserstoff und eine neue sauerstoffanalytische Methode. 
Von 
Gustaf Alsterberg. 
(Aus dem Zoologischen Institut der Universitét Lund.) 


(Eingegangen am 20. September 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I, Einleitung. 

Bei den Arbeiten des Verfassers dieser Abhandlung iiber die Fehler 
der heutzutage iiblichen Methoden zur Bestimmung des im Wasser 
gelésten freien O, (Alsterberg 1925, Bd. 159 und 166; 1926) wurde 
seine Aufmerksamkeit auf die Reaktionen der salpetrigen Saure gelenkt. 


N,O, bewirkt, wenn es in Mengen tiber 1 mg pro Liter vorkommt, 
sehr groBe Fehler bei der O,-Analyse nach Winkler, weil es etwas ge- 
bundenen O, enthalt, der den gleichzeitig anwesenden Jodwasserstoff 
unter Bildung von Stickoxyd und freiem Jod oxydiert, 


' N,0, + 2HJ =2NO+ H,0+ J. 


Noch stérender aber wirkt der Umstand, daB das auf diese Weise 
entstandene, in hohem Grade oxydable NO von freiem O, wieder zu 
NO, oxydiert wird, 

4NO-+ 0, = 2N,0,, 


worauf sich der vorher beschriebene Kreislauf aufs neue wiederholt. 
Stért aber die salpetrige Saure durch diese Reaktionen eine Winkler- 
Analyse auf O,, so kann man sich andererseits leicht vorstellen, daf 
gerade diese Katalyse sich zur Ausarbeitung einer in gewissen Fallen 
niitzlichen neuen Methode zur quantitativen Bestimmung des elemen- 
taren Sauerstoffs benutzen lieBe. Eigentlich baut sich die von Thresh 
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1890) erprobte Methode auf diesem Prinzip auf. Nach seiner Methode 

wird der Wasserprobe Nitrit, Jodkalium und Salzsiure zugesetzt, 
worauf das ausgeschiedene Jod mit Thiosulfat titriert wird. Die Methode 
von Thresh hat aber allerhand Mangel, weshalb sie fast der Vergessenheit 
anheimgefallen ist. Die Kritik gilt vor allem dem Titrierverfahren. 
Um ein Eindringen von O, aus der Luft zu verhindern, mu8 man mit 
peinlichster Sorgfalt zu Werke gehen; man 1a8t deshalb einen Strom 
von Leuchtgas durch die Apparatur gehen. Trotz dieser Vorsichts- 
maBregeln konnte der Zutritt von O, nicht véllig vermieden werden, 
da auch die Reagenzien gelésten Sauerstoff enthalten. Um diese Fehler- 
quelle zu eliminieren, arbeitete Thresh ein an und fiir sich ziemlich 
verwickeltes und noch dazu teilweise theoretisch falsches Korrektur- 
verfahren aus. Er nahm namlich ohne weiteres an, daB alle diese Fehler- 
quellen konstanter Art seien, und beachtete dabei nicht das gleich- 
zeitige Auftreten von Nebenreaktionen, die, wie wir spater sehen werden, 
imstande sind, den in dem System vorhandenen O, zu verbrauchen, 
sondern glaubte, daB die der Methode anhaftenden Fehlerquellen nur 
auf einem Eindringen von Sauerstoff von auBen beruhten. 


II, Bedingungen beim Zusatz der Reagenzien, die das Resultat beeinflussen 
kénnen. | 


Ehe ich naher auf Einzelheiten eingehe, mu ich auf mehrere 
Umstinde eingehen, die in der Lage sein kénnten, in der einen oder 
anderen Hinsicht die Anwendung von N,O, als Katalysator bei der 
Q,-Analyse zu komplizieren. 


1. Die Bedeutung der N,O,-Menge. 


Von Bedeutung ist natiirlich die erforderliche N,O,-Menge. Da 
N,O, zunachst die Rolle einer Kontaktsubstanz spielt, ware man viel- 
leicht geneigt, anzunehmen, daB die GréBe des Zusatzes eine Frage 
von geringerer Wichtigkeit sei; daB es also um so besser sei, je kleiner 
man den Reagenzzusatz bemaBe. Wir haben ja die Tatsache beriihrt, 
daB die Anwesenheit von N,O, das Resultat der Analyse verandert, 
denn dadurch wird von Anfang an gebundener O, zugefiihrt, der mit 
dem gleichzeitig vorhandenen HJ umgesetzt wird. Aber die Menge 
von zugesetztem N,O, ist durchaus nicht unwesentlich und darf nicht 
unter einer gewissen Grenze liegen. Diese hangt von der Tatsache ab, 
daB ein gewisser, aber kleiner Teil wahrend der Reaktion definitiv 
verbraucht wird; dies Verhalten soll spater eingehend erértert werden. 


Hier werden drei Serien von Experimenten angefiihrt und die 
Resultate in den Tabellen I, II und III angegeben. Alle Proben der drei 
Serien wurden in der angefiihrten Reihenfolge entnommen, und zwar 
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von ein und demselben Wasser. Jede Serie fing mit einer O,-Analyse 
als Kontrollprobe an und schlo8 auch damit ab. 


Die O,-Analysen nach Winkler wurden, was die Probeentnahme 
und die iibrige Behandlung angeht, nach der Vorschrift ausgefiihrt. 
Zu der Analyse nach der Nitritmethode, wie ich sie nennen will, wurden 
Flaschen derselben Art wie bei der Winkler-Methode angewandt und 
auf dieselbe Weise gefiillt. Diesen Proben wurde 0,5 ccm konzentrierter 
H,S0O, und verschiedene Mengen (siehe die Tabellenerklarung!) einer 
Lésung zugesetzt, die ich der Kiirze wegen ,,das Nitritreagens‘‘ nenne 
Es bestand aus genau 25ccm N,O;-Lésung von Merck, 1 mg N,O, 
pro Kubikzentimeter enthaltend, welcher Lésung 2 g reinstes NaOH 
und, nachdem dieses gelist war, 40 g reines K J zugesetzt wurde, worauf 
die Lésung auf genau 50 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt wurde 
Diese Lésung wurde in einer Flasche mit Glasstépsel aufbewahrt. 
ohne vor Licht geschiitzt zu werden. Sie halt sich, wie ich konstatieren 
konnte, viele Monate vollstandig unverandert. Um eine genaue Ab- 
messung zu erméglichen, auch bei minimalem Reagenzzusatz, war 
dies Nitritreagens in den in den Tabellen I, II, III wiedergegebenen Serien 
mit einem gleich groBen Volumen einer gesattigten Kochsalzlisung 
verdiinnt worden. Nachdem die Proben eine bestimmte Zeit (siehe 
die Tabelle) im Dunkeln gestanden hatten, wurde das abgeschiedene 
Jod nach den iiblichen jodometrischen Methoden titriert. In den 
Erlenmeyerkolben, in den die Probe aus der Probeflasche gegossen 
wurde, wurde zuerst 1 ccm einer Lésung gegeben, die 0,5 g Natrium- 
azid (NaN,) pro 100 cem (nicht genau abgewogen) enthielt. Dieser 
Azidzusatz geniigt, wiedergebildetes N,O, augenblicklich zu zerstéren 
(Alsterberg 1925, Bd. 159). 


Es; ware sonst unmdglich, die Titration durchzufiihren, wahrend 
das Azid ohne irgendwelchen weiteren EinfluB auf das Resultat der 
Analyse ist. AuBerdem wurde gleich nach dem Offnen der Probeflasche 
in den Flaschenhals 1ecem Azidlésung gegossen und der Flaschen- 
stépsel mit einem Tropfen derselben Lésung befeuchtet. Dann wurde 
die Probe gleich in den Erlenmeyerkolben gegossen und ein wenig 
geschiittelt, worauf ein Teil der Lésung in die Probeflasche zuriick- 
gegossen und darin wiederum etwas geschiittelt wurde, um damit auch 
ein Zuriickbleiben von N,O,-Resten darin zu verhindern. Darauf 
wurde die ganze Probe in den Erlenmeyerkolben gegossen und titriert. 


Tabelle I. 


Die Versuche zeigen die Bedeutung der N,O;-Menge. Den Proben 
nach der Nitritmethode wurden 1 ccm des mit einem gleich groBen Volumen 
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Kochsalzlésung verdiinnten Nitritreagens (= 0,25 mg N,O,) zugesetzt. In 
den letzten Spalten habe ich mit einem Durchschnittswert = 25,497 ecm O, 
pro Liter gerechnet (vgl. Tabellenerklarung). Temperatur + 18°C. 





' Volumer Zeit “c , cem Og com Op 
Nr. omen | Methode oan he pro FI. pro Fi. 
ecem Std. I 3 nach der N. nach der W 


43 124,09 W. -- 25,482 -- —_ 

3 122,60 N. 7 20,249 2,452 3,088 + 0,636 
72 124,37 N. 7 20,009 2.459 3.133 + 0,674 
17 122.60 N 23 20,216 2.448 3,088 + 0,640 
99 126,12 N 23 19,525 2,433 3,177 + 0,744 
48 124,02 N 31 19,925 2,441 3,124 - + 0,673 
73 124,24 N 31 19,941 2.448 3,130 + 0,682 
22 124,24 W. _ 25,512 -- — — 

Nr. = die Nummer der Probeflasche. 


Volumen ccm = das Volumen der Probeflasche in Kubikzentimeter. 


Methode = angewandte Analysenmethode: W. = die Winkler -Methode, 
N. = die Nitritmethode. 


Zeit = die Zeit in Stunden, die zwischen Probe und Analyse verflo8. 


ecm O, pro L. = der O,-Gehalt in Kubikzentimeter pro Liter; bei dessen 
Berechnung habe ich vom Volumen der Probeflasche einen Abzug fiir 
notwendige Reagenzzusaitze gemacht. 


ccm O, pro FI. nach der N. = die O,-Menge in der Probeflasche nach der 
Nitritmethode, durch die Analyse direkt bestimmt. 


ecm O, pro Fl. ‘nach der W. := die berechnete O,-Menge, die hatte vor- 
handen sein miissen, wenn der Analysenwert mit dem Durchschnitts- 
wert des Resultats der beiden Proben nach der Winkler-Methode 
iibereingestimmt hatte. 


K = die Wertdifferenz zwischen den Ziffern der beiden vorletzten Spalten 
der Tabelle. Die Differenz wird durch — markiert, wenn der Wert 
nach der Winkler-Methode geringer ist als der nach der Nitritmethode, 


anderenfalls durch +. 


Tabelle II. 


Diese Tabelle gehért zu derselben Experimentserie wie die vorher- 
gehende. Den Proben nach der Nitritmethode wurden 0,5 ccm wie in der 
vorigen Serie verdiinntes Nitritreagens (= 0,125 mg N,O,) zugesetzt. In 
den letzten Spalten habe ich mit einem Wéinkler-Durchschnittswert 
= 25,335 cem O, pro Liter gerechnet (siehe im iibrigen die Erklarung bei 
der vorhergehenden Tabelle). 
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ecm O cem Op» 


Nr. Volumen | yethode| Zit ion es pro Ff. pro Fl. K 
ecm Std. I “s nach der N. | nach der W. 


22 124,24 W. — 25,513 -- — ~ 

25 123,63 N 7 9,923 1,217 3,107 + 1,890 
5 122,78 N. 7 10,025 1,221 3,085 + 1,864 

27 122,61 N. 23 9,993 1,215 3,081 + 1,866 
78 123,73 N 23 9,939 1,220 3,109 + 1,889 
ot 122,45 N 31 10,045 1,220 3,077 + 1,857 
2 | 122,36 N 31 10,027 1,217 3,075 + 1,858 
238 || 126,77 W. —_ 25,157 — — oe 


Tabelle III. 


Die Tabelle gehért derselben Serie von Versuchen an, wie Tabellen I 
und II. Den Proben nach der Nitritmethode wurden 0,25 cem, wie in den 
beiden vorigen Serien, verdiinntes Nitritreagens (= 0,0625mg N,O,) 
zugesetzt. In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler- 
Durchschnittswert = 24,846 ccm O, pro Liter gerechnet (siehe im wbrigen 
die Tabellenerklarung der Tabelle I, 8S. 281). 





cem Og eem O» 


Nr. Volumen Methode Zeit — 2 pro Fl. pro Fl. kK 
ecm | Std. —— nach der N. nach der W. 
23 =| 126,77 W. _ 25,157 aa a ~ 
81 123,52 hate 4,465 0,548 3,050 + 2,502 
+ 122,32 N. 7 4,495 0,546 3,021 + 2,475 
93 122,52 N. 23 4,454 0,542 3,025 + 2,483 
41 123,17 N. 23 4,412 0,540 3,042 + 2,502 
37 123,37 N. 31 4,405 0,540 3,047 + 2,507 
77 123,54 N. 31 4,352 0,534 3,051 -+- 2,517 
33 122,84 W. - 24,534 _ _ _ 


Wie ich schon vorweggenommen habe, geht aus den Experimenten 
deutlich hervor, daB eine gewisse N,O,-Menge nur eine bestimmte 
O,-Menge umsetzen kann (siehe K). Es ist offenbar, daB eine N,0O,- 
Quantitat von 0,25 mg (= %ccm unverdiinntes Nitritreagens) pro 
125 ccm Wasser mehr als die doppelte O,-Menge umsetzen kann, als 
dasselbe Wasservolumen bei + 0°C und gewéhnlichem Luftdruck 
enthalten kann. Da diese Untersuchung die Ausarbeitung einer 0O,- 
Analysenmethode von einer Kapazitaét, die allen natiirlichen Ver- 
haltnissen, auch bei extremen Voraussetzungen, sicher entspricht, zur 
Aufgabe hatte, bin ich im folgenden immer von der erwahnten N,0,- 


Menge ausgegangen. 
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2. Die Bedeutung der Aziditét. 


N,O, kann nur in saurer Lésung eine katalytische Einwirkung 
ausiiben. Man mu sich daher fragen, ob nicht Verschiebungen des 
pa auch Anderungen im Reaktionsverlauf bewirken kénnten. Wenn 
nimlich sehr kleine UnregelmaBigkeiten in den Wasserstoffionen- 
konzentrationen ganz verschiedene Resultate, in sonst vergleichbaren 
Fallen, zur Folge hatten, ware es natiirlich sehr schwierig, eine O,- 
Analysenmethode mit N,O, als Katalysator auszuarbeiten. Wir wissen, 
daB die Forderung eines bestimmten und in den verschiedenen Fallen 
gleichen pa schwer zu realisieren ist; was natiirliches Wasser betrifft, 
so kann sein pa sehr wechseln. 


Bei der Untersuchung iiber die Bedeutung der Aziditat habe ich 
zwei Versuchsreihen ausgefiihrt, deren Werte in den unten angefiihrten 
Tabellen IV und V angefiihrt sind. Jede Versuchsreihe bestand aus 


, acht Proben, die demselben Wasser der Reihenfolge nach entnommen 


wurden, wie sie in den Tabellen angefiihrt sind. Den nach der Nitrit- 
methode untersuchten Proben wurden verschiedene Mengen H,SO, 
(siehe die Tabelle) zugesetzt. In der ersten Versuchsreihe analysierte 
ich Wasser von sehr hohem O,-Gehalt, in der zweiten dagegen Wasser 
von mittelhohem O,-Gehalt. Jede Serie beginnt und schlieBt mit einer 
Winkler-Analyse als Kontrollprobe?. 


Tabelle IV. 
Diese Tabelle zeigt die Bedeutung der H,SO,-Menge. In den letzten 
Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durchschnittswert 
= 19,835ccm O, pro Liter gerechnet. Temperatur + 20°C. 





1} ecm O2 com Og | 
Nr, || Volumen Methode | Hy S O,-Zusatz Zeit | ‘pro th Bie 4 | 1 # 
I ecm PALS ible ie 2 Std. i Saad der N. der W. | 
Bl || 125,07, W. — ~ |198%|) — _ 
52 | 127,18 N. | O5cem 50%ig.) 230’ 18,911| 2377 2,493 | +0,116 
79 | 12915) N. | 05 , 50°, |22 00 19,416 | 2.479 | 2,582 | + 0,053 


19,014 | 2.379 2,482 | + 0,108 


30 
59 || 129,42 0,5 , 100 , (22 00 19,354| 2,476 | 2,537 | + 0,061 
30 
00 


541 122.45| N. = 1,0 , 100 2 30 | 19,340 2,330 2,889 | + 0,059 
66 | 18046) N. | 10 5 100 5 22 00 | 19,487 | 2497 | 2.548 | + 0,051 


71 | 125,84, W. wn — |r — _ _ 


s 


' 


1 Der Reagenzzusatz war in beiden Serien nicht ganz gleich. In der 
vierten Serie wurden die Proben nach der Nitritmethode mit 0,5 ccm 
gesattigter K J-Lésung und mit 0,5cem von einer N,O,-Lésung, 0,5 mg 
N,O, pro Kubikzentimeter Lésung enthaltend, versetzt. Den in Tabelle V 
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Tabelle V. 
Diese Tabelle gehért derselben Versuchsreihe an wie Tabelle IV. In 
den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durchschnitts- 
wert = 5,101 cem O, pro Liter gerechnet. Temperatur + 20°C, 





cem O, | ecm Og 


Nr. Volumen} Methode H2S0,-Satz Zeit — 2 mee T- antl a kK 
com | Std. der N. | der W. 
| 
18 | 123,17, W. any inp 5,072 | — on 
| 
28 || 123,361 N. | 05ccem 50 %ig. 7 5,246 0,642 | 0,624 —0,018 
43 | 124,09, N. 05, 50, 23 «55,288 = «(0,645 «0,628 «= — 0,017 
41 || 123,17) N. 05 , 100 , 7 5.236 | 0.640 0.623 —0.017 
40} 125,11) N. 05 , 100 , 23 | 5,249 | 0,651 0,633 — 0,018 
|| 
37 | 123,37) N. 1,0 , 100 , 7 5272 | 0641 0,613 —0,018 
4 | 12232) N. 1,0 , 100 , 23 5,271 | 0,637 0,618 —0,016 
16 || 128,09) Ww He i, Sf oily ms 


Ich muB jetzt vorausschicken, daB nur die nach der Winkler. 
Methode erhaltenen Werte den O,-Gehalt des Wassers ganz richtig 
anzeigen. Die nach der Nitritmethode erhaltenen Werte fallen ganz 
anders aus (vgl. die Werte unter X), also in der ersten Serie niedriger 
in der zweiten Serie dagegen hoher als die entsprechenden Winkler-Werte 
Differenzen, die in erster Linie gerade von dem verschiedenen O,-Gehalt 
abhangen, wie spater noch gezeigt wird. Doch kann man ohne weiteres 
aus den Werten unter K sehen, daB die Proben nach der Nitritmethode 
in ein und derselben Serie unter sich gut vergleichbar sind. Nur sehr 
hohe Aziditaten haben zur Folge, daB die Reaktion ein wenig schneller 
verlauft. Dies geht daraus hervor, daB K bei héheren Aziditaten 
schneller seinen definitiven Wert’ erreicht (siehe Tabelle IV). Als 
Resultat ergibt sich, daB nicht zu groBe Unterschiede in der Aziditit 
ohne wesentliche Bedeutung sind, wenn die Einwirkungszeit lange 
genug ist. Im folgenden habe ich immer den Proben nach der Nitrit- 
methode 0,5 ccm konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt. 


3. Die Bedeutung der KJ-Quantitadt. 


Eine andere variable GréBe ist die Menge von zugesetztem KJ. 
Um die Bedeutung dieses Faktors zu illustrieren, fiihre ich Tabelle V1 


wiedergegebenen Versuchen wurden auBer H,SO, 0,5ccm unverdiinntes 
Nitritreagens in verschiedenen Quantitéten (siehe S. 280) zugesetzt. Also 
sind eigentlich die wirksamen Bestandteile der beiden Serien genau die- 
selben; mit Ausnahme des O,-Gehalts. Die Einwirkungszeiten sind dagegen 
nicht ganz miteinander vergleichbar. 
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an. Diese Versuchsreihe wurde wie gewohnlich durchgefiihrt, aber 
zum Unterschied von den vorhergehenden Serien wurden den Proben, 
nach der Nitritmethode, wechselnde Quantitaten gesittigter KJ- 
Lésung zugesetzt (siehe die Tabellen), auBerdem 0,5 ccm konzentrierter 
H,SO, und 0,5cem einer N,O,-Lésung aus gleichen Teilen N,O,- 
Lésung, 1 mg N,O, pro Kubikzentimeter und gesattigter Na Cl-Lésung. 


Tabelle VI. 


Diese Tabelle zeigt die Bedeutung der K J-Quantitaét. In den letzten 
Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durchschnittswert 
17,421 ccm O, pro Liter gerechnet. Temperatur + 20°C. 





cem Oy cem Os 
ecm O2 1. pro Fl. 
pro L. ac nach 
ecm cem der W. 


Volumen Methode | KJ-Satz 


127,18 F 17,412 - - -— 

125,84 N. F ' | 17,097 » 2,11 + 0,040 
129,15 — : 17,163 | 2, 2, + 0,033 
130,46 ; F. 17,124 | 2,208 2,2 + 0,039 
125,07 Mein 17,170 li 2, + 0,031 


127,52 W. 17,429 — 


Auch in diesem Falle sind die konstatierten Differenzen erstaunlich 
klein, und es ist offenbar, daB das Resultat der Reaktion dasselbe 
bleibt, auch wenn der K J-Zusatz innerhalb weiter Grenzen wechselt, 
vorausgesetzt, daB die zur vélligen Umsetzung des vorhandenen O, 
notwendige Menge nicht unterschritten wird. Jedenfalls sind Unter- 
schiede im Reagenzzusatz, wenigstens hinsichtlich der KJ-Menge, 
die auf Fehlern bei der Abmessung beruhen, von keinerlei Bedeutung 
auf das Endergebnis. : 


4. Die Bedeutung der Temperatur. 


Ein Faktor, dessen Bedeutung man kennen muB, ist die Tem- 
peratur. Es ware schwierig genug, Temperaturschwankungen bei 
quantitativer Arbeit auszuschalten, wenn sie einen gréBeren Einflu8 
ausiiben sollte. Wir brauchen uns nur daran zu erinnern, daf die 
Temperatur des Wassers in der Natur unter gewoéhnlichen Verhalt- 
nissen zwischen etwa +- 0 bis + 30°C wechseln kann. Ich will hierzu 
zwei Versuchsreihen (Tabelle VII und VIII) mit Wasser von ver- 
schiedenem O,-Gehalt anfiihren. Die VII. Reihe betrifft die Frage, 
ob Unterschiede in der Temperatur, auch Unterschiede der von N,O, 
vermittelten maximalen Umsetzung zwischen O, und HJ zur Folge 
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haben, obgleich in diesem Falle der O,-Gehalt etwas geringer als dic 


Umsetzungsfahigkeit der zugesetzten N,O,-Menge war. Dieses Problem 
ist auch in anderer Hinsicht von groBer Bedeutung, denn im Falle 
einer groBen Temperaturempfindlichkeit ware natiirlich die von Winkler 
(1915) ausgearbeitete, quantitative Methode (,,Zeitverfahren‘’) fiir dic 
N,O,-Bestimmung ohne Wert. Da die fiir diese Analyse wesentliche 
Reaktion in hohem Grade temperaturempfindlich ist, hat Berger (1920) 
angenommen, wenn auch mit besonders karglichen experimentellen 
Stiitzen. Meine hier angefiihrte Serie umfaBte sechs Proben, alle von 
demselben Wasser entnommen, Temperatur +- 22,5°C; Anfangs- und 
SchluBprobe waren wie gewéhnlich Winkler-O,-Analysen, die gleich 
nach der Entnahme nach der tiblichen Arbeitsweise gemacht wurden 
Die iibrigen Proben wurden gleich nach der Entnahme verschlossen, 
ehe das Reagens zugesetzt worden war, und nach der Nitritmethode 
analysiert. Zwei der Proben wurden 20 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehengelassen (-+- 22,5°C), wahrend die beiden anderen ebensolange 
in eine Kaltemischung aus Eis und Kochsalz von +- 0° C gesetzt wurden. 
Darauf wurde den Proben das Reagens zugesetzt, worauf sie wieder 
fiir die ganze Einwirkungszeit auf 0 bzw. + 22,5° gebracht wurden. 
Der Reagenzzusatz bestand in diesem Falle aus 0,5 cem konzentrierter 
H,S80, und 0,5 ccm unverdiinntem Nitritreagens. Die zweite Analysen- 
serie (siehe Tabelle VIII) bezieht sich auf die besonders wichtige Frage, 
ob die Einwirkung von N,O, bei niedrigeren O,-Konzentrationen von 
der Temperatur beeinfluBt wird. Die Versuchsreihe war auf dieselbe 
Weise anegordnet, nur war der O,-Gehalt bedeutend niedriger. Die 
Zimmertemperatur war + 21,5°C und die Temperatur der Kalte- 
mischung + 5° C oder etwas niedriger. 


Tabelle VII. 


Diese Tabelle zeigt den Einflu8 der Temperatur auf das Analysen- 
ergebnis. In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler 
Durchschnittswert = 21,466 cem O, pro Liter gerechnet. 





| | 


cem O2 eem Og 


Nr. Volumen | Methode Temp. | Zeit | or he me oe sod a K 
aie oc Std. der N. der W. 

69 || 125,38 Ww. | — a |g thee, Dremeens amen 

57 || 121,15 | N. | +225) 7 | 20,984 | 2,515 | 2.579 | + 0,064 

64 || 12185 | N. | +225 7 | 20909 2,527 | 2.594 | + 0,067 

92 | 126,16 | N. | + 0 7 | 16424 | 2,056 | 2887 | + 0,831 

60 | 12661 | N. | + 0 7 | 16,562 | 2,080 | 2,896 | + 0,816 


71 || 125,84 | W. — — 21,598 i — fa 
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Tabelle VIII. 


Diese Tabelle gehért derselben Versuchsreihe an wie die vorhergehende. 
In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durch- 
schnittswert = 4,826 ccm O, pro Liter gerechnet. 





eem Os ecm Og 
cem O2 pro Fl pro FI. 
pro L. nach nach 

der N der W. 


Volumen Methode Temp. 


ecm oC 


124,29 f. — 4,842 


125,07 I. F 4994 | 0.620 0.599 | —0.021 
123.63 + 21) 5,016 | 0.615 0,592 | —0,028 
126,77 N. ; 4,979 | 0,626 0,607 0,019 


124,24 ; f 4,986 0,615 0,595 | — 0,020 
122,36 ; + 4,981 0,604 0,586 | — 0,018 
122,95 Y. + £ 2% 5,030 0,613 0,589 — 0,024 


123,14 W. 4,810 


Die Werte der Tabelle VII lassen erkennen, daB die Temperatur 
einen EinfluB ausiibt. Die Temperaturdifferenz zwischen den beiden 
Partialserien in der genannten Tabelle ist aber so groB, daB offen- 
bar bei Winklers Analysenmethode fiir N,O, geringere Temperatur- 
verschiebungen die Rolle nicht spielen, die Berger (l.c.) annehmen 
will, wie ich das tibrigens bei meiner experimentellen Arbeit oft habe 
konstatieren kénnen. Weiter ist deutlich zu ersehen, daB ein stérender 
EinfluB von Temperaturschwankungen auf die Anwendbarkeit der 
Nitritmethode bei der O,-Analyse kaum zu erwarten ist, weil die 
Menge von umgesetztem O, auch in diesem extremen Falle weit 
gréBer ist als es natiirliche Verhiltnisse erfordern. Diese Annahme 
wird auch durch das Experiment bestatigt, das in Tabelle VIII 
angefihrt ist. Aus den hier angefiihrten Korrektionskonstanten (K) 
geht hervor, daB kein Unterschied von Bedeutung zwischen den 
bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrten Analysenwerten be- 
steht, weil die vorkommenden Unterschiede innerhalb der Fehler- 
grenze der Analysenmethode liegen. Als Resultat kann somit an- 
gegeben werden, da Temperaturdifferenzen, auch wenn sie sehr 
groB sind, bei der Umsetzung von O,-Mengen, die die Kapazitat 
der zugesetzten Nitritquantitat nicht tiberschreiten, ohne irgend- 
welche Bedeutung fiir den Reaktionsverlauf sind. Dagegen be- 
stehen Verschiedenheiten in dem Reaktionsverlauf bei maximaler 
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Umsetzung, die nur von einer Verminderung der Reaktions- 
geschwindigkeit bei niedriger Temperatur herriihren kénnen. 


Ill. Der Einflug der 0,-Konzentration auf die abgeschiedene Jodmenge. 


1. Experiment. 


Es ist klar, daB die O,-Konzentration entscheidender sein mu8 fii 
die Menge Jod, die eine bestimmte Menge N,O, abzuscheiden vermag 
Doch ist die Kontakteinwirkung der salpetrigen Saure innerhalb ge- 
wisser Grenzen fixiert. Bei der Betrachtung der Korrekturkonstanten 
haben wir gefunden, daB die abgeschiedene Menge J, bisweilen be- 
deutend kleiner ist, als man es mit Recht im Hinblick auf die vorhandene 
O,-Menge hatte erwarten kénnen; dies war z. B. immer der Fall, wenn 
der N,O,-Zusatz zu klein war. Unter anderen Verhaltnissen war das 
Defizit sehr klein, und dann und wann konnte die abgeschiedene Jod- 
menge sogar gréBer sein als bei der vorhandenen Sauerstoffmenge zu 
erwarten war. Diese Umstande sollen im folgenden untersucht 
werden. 


Ehe ich naher auf Einzelheiten eingehe, gebe ich die zugehérigen 
Experimente wieder. Die Methodik war die gleiche wie bisher; jede 
Versuchsreihe umfaBt im allgemeinen mehrere Proben. Die Tabellen 
sind nach steigenden O,-Konzentrationen angeordnet. Die Reagenz 
zusitze waren die gewéhnlichen; den nach der Nitritmethode analy 
sierten Proben wurden 0,5ccm unverdiinntes Nitritreagens und 
0,5cem konzentriertes H,SO, zugesetzt. 





Tabelle IX. 
In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit emem Winkler-Durch- 
schnittswert = 1,674 ccm: O, pro Liter gerechnet. Temperatur + 19°C. 
, Foi a cem O» cem Os 
Nr. Volumen Methode Zeit — Oe pro Fi. pro Fi. K 
ecm Std. nae Bee nach der N. nach der W. 


99 126,12 Ww. a 1,658 ‘ns . a 
25 123,63 N. 7 1,934 0,237 0,205 | — 0,032 
3 12260 | N. 7 1,954 0,238 0,294 | — 0,034 
122,36 N. 23 1,923 0,233 0,203 | — 0,030 
5 122,78 N. 23 1,957 0,238 0.204 | — 0,034 
13 123,17 N. 31 1,945 | 0,238 0.205 | —0,033 
16 123,09 N. 31 1,983 0,242 0,204  — 0,038 
60 126,61 Ww. _ 1,690 _ _ _ 
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Tabelle X. 


In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit emem Winkler-Durch- 
schnittswert = 2,933 cem pro Liter gerechnet. Temperatur + 18°C, 





or eem O» eem O, 
Methode Zeit com O32 pro Fl. pro FI. 
ecm Std. P ws nach der N. | nach der W. 


ee Volumen 


125,84 W. 2, - 

124,09 i. 8,1! 0,389 0,361 

124,24 . 8,18 0,388 0,361 
0,382 0,356 

0,388 0,361 


0,384 0,356 
0,388 0,361 


Tabelle XI. 


In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durch- 
‘hnittswert = 4,731 ccm O, pro Liter gerechnet. Temperatur + 18°C, 





cem O2 cem Og 
pro Fi. pro Fl. 
nach der N. | nach der W. 


Volumen Methode Zeit os Ge 
ecm Std. ~ 


126,45 l. 4.733 — a - 

123,52 é 4,921 0.603 | 0,580 — 0,023 
123,09 N. 4,947 0,694 0,578 — 0,026 
122,36 . ‘ 4,912 0,596 0.574 — 0,022 
123,17 N. 2: 4,887 0,597 0,578 — 0,019 
123,73 4 4,897 0,601 0,581 — 0,020 
123,15 d { 4.887 0,597 0.578 — 0,019 


126,77 é 4,729 — — _ 


Tabelle XII. 


In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durch- 
thnittswert = 6,362 ccm O, pro Liter gerechnet. Temperatur + 19,5°C. 





Pai ecm Op» ecm O 
Le 2e 0. 2 “2 

Methode Zeit ‘aoe I . pro Fl. pro Fi. 

eem Std. Se nach der N. nach der W. 


Volumen 


126,79 : — 6,357 : -- 


123,73 i. 6,473 ; 0,781 — 0,013 
122.61 i. 6,452 0,774 — 0,011 
124,09 ‘ f 6,392 0,783 — 0,004 
123,54 N. 6,448 0,780 ~ 0,010 
123,36 N. 6,457 0,778 — 0,012 
124,05 N. 6,425 0,783 0,008 


126,45 W. 6,366 — 
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In den letzten Spalten der Tabelle habe 
7,976 cem O, pro Liter gerechnet. 


schnittswert 
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Tabelle XIII. 





ich mit eimem Winkler-Durcl 
Temperatur 19,5 % 





Nr. Volumen 


cem 
60 126,61 
2 122,36 


63 123,15 
29 123,36 


5 122.78 
46 124,09 
4 122,32 


71 125,84 


In den letzten Spalten der Tabelle habe 
= 9,717 cem O, pro Liter gerechnet. 


schnittswert 


Methode 


W. 


ZAAALZA 


Zeit 


Std. 


W bo tO 
me Oo Os) =) 


Tabelle XIV. 


cem ¢ do 
pro L 


7,979 


8.018 
8,015 
7,957 
7.960 
7,994 
7,990 


7,972 


eem Os ecm Os 
pro Fi. pro Fl kK 
nach der N |nach der W. 


0,973 0,968 0.005 
0,979 0,974 — 0,005 
0,974 0,976 + 0,002 
0,969 0.971 + 0.002 
0,984 0,982 — 0,002 
0.969 0,968 — 0,001 


ich mit einem Winkler-Durc} 
Termperatur 


19,5° C. 





Volumen 


eem 


98 126,11 


25 123,63 
24 123,14 
54 122,45 
33 122,84 
37 123,37 
41 123,17 


99 126,12 


schnittswert = 11,203 cem pro Liter gerechnet. 


Methode 


Zeit 


Std. 


~~ 


ecm Op», 
pro L. 


9,717 
9,711 
9,692 
9,640 
9,644 
9,665 
9,694 


9,716 


Tabelle XV. 


In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durcl, 


ecm Os eem Os 
pro FI. pro Fl. K 
nach der N. nach der W. 


1,191 1,192 + 0,001 
1,184 1,187 + 0,003 
1,171 1,180 + 0,009 
1,175 1,184 + 0,009 
1,183 1,189 + 0,006 
1,184 1,187 t 0,003 


Temperatur + 20°C. 





. Volumen 
Nr. 
ecm 


49 126,45 


24 123,14 
25 123,63 
63 123,15 

2 122,36 
17 122,60 
16 123,09 


23 || 126,77 


Methode 


Zeit 


Std. 


cem Os 
pro L. 


11,187 


11,128 
11,141 
11,057 
11,004 
11,155 
11,230 


11,219 


cem O2 cem Og 
pro FI. pro FI. k 
nach der N./| nach der W. 


1,359 1,368 + 0,009 
1,366 1,373 + 0,007 
1,351 1,368 + 0,017 
1,335 1,360 + 0,025 
1,357 1,362 + 0,005 
1,371 1,367 — 0,004 
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5 % 


0.005 
0,005 
0,002 
0,002 
0.002 
0,001 


Jurcl 
D,5° C. 


0.001 
0.003 
0,009 
0,009 
0.006 
0,003 


Jureh 
‘ce. 
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0,009 
0,007 
0,017 
0,025 
0.005 
0,004 
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In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durch- 


schnittswert 


13,554 ecm O, pro Liter gerechnet. 


Temperatur 


19,5° ©, 





Volumen 


cem 


126,12 


o2,V06 


uainte Zt 
Std. 
W. ; 13,560 
N. 7 13,361 
N. 7 13,320 
N. 23 «18,348 
N. 23 13,351 
N. 31 13,373 
m 31 13,338 
W. _ 13,547 


cem Oy 
pro Fl 
nach der N. 


ecem Os 
pro Fl 


1,621 1,644 
1,641 1,668 
1,635 1,661 
1,631 1,656 
1,626 1,648 
1,641 1,668 


nach der W. 


+ 0,023 
+ 0,027 
+. 0,026 
+ 0,025 
+ 0,022 


+ 0,027 


Tabelle XVII. 


In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durch- 





schnittswert = 16,831 ccm pro Liter gerechnet. Temperatur + 19°C. 
T , Fei sc Os ecm 0, 
Nr Volumen Methode Zeit ecm O2 ony FL —y FL K 
ecm Std. - < nach der N./ nach der W. 
} 
| 
23 126,77 W. _— 16,883 — — 
24 123,14 N. 7 16,555 2,022 2.056 + 0,034 
25 123,63 N. 7 16,590 2.034 2.064 + 0,030 
13 123,17 N. 23 16,502 2,016 2,056 +- 0,040 
81 123,52 N. 23 16,543 2,027 2,062 + 0,035 
5 122,78 N. 81 16,551 2,016 2,050 + 0,084 
29 123,36 N. 31 16,587 2,030 2,059 + 0,029 
28 123,36 N. 46 16,556 2,026 2.059 + 0,033 
27 122,61 N. 46 16,494 2,006 2,047 + 0,041 
49 126,45 W. — 16,779 — 


thnittswert = 


Tabelle XVIII. 


In den letzten Spalten der Tabelle habe ich mit einem Winkler-Durch- 


+ 19°C, 





st 18,939 cem O, pro Liter gerechnet. Temperatu: 

Ne, | Volumen wretnode | Zi | comOs | dro Fi | pro Fl h 
ecm Std. — nach der N. nach der W. 

71 125,84 Ww. —_ 18,930 — — — 
33 122,84 N. 7 18,538 2,259 2,308 + 0,049 
54 122,45 N. 7 18,504 2,247 2,300 + 0,053 
77 123,54 N. 23 18,529 2,271 2,321 + 0,060 
78 123,73 N. 23 18,532 2,274 2,324 + 0,060 
93 122,52 N. 31 18,542 2,253 2,302 + 0,049 
21 122,99 N. 31 | 18,564 2,265 2,310 + 0,045 
60 126,61 Ww. — 18,947 — _ 


19* 
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Es war sehr schwer, fiir die héheren O,-Gehalte Konzentrationen 
mit bestimmten Intervallen zu treffen. Dies war deshalb um so nach- 
teiliger, weil, wie wir spater sehen werden, gerade hier in einem sehr 
engen Intervall ein interessanter Umschlag untersucht wurde. 


Tabelle XIX. 

Ich habe eine Versuchsreihe durchgefiihrt, von der ein Teil, der gerade 
den kritischen Punkt betrifft, in der folgenden Tabelle wiedergegeben wird. 
Bei den Versuchen ging ich von sehr O,-reichem Wasser aus, das ich nach 
jeder Probe mit O,-armerem Wasser verdiinnte. 

Jede Probe der Serie umfaBte eine Winkler-O,-Analyse und eine 
Bestimmung nach der Nitritmethode, wobei die itibliche Reagenzmenge 
zugesetzt wurde. Je zwei zusammengehérige Bestimmungen sind durch einen 





Raum getrennt. Temperatur + 18°C. 

" Volumen Zeit cem O cem O2 cem O2 ; 
Nr. | Method Pvt J Fi. 0 Fi. 

, | ccm | er Std. pro Liter | nash der N. pach der Ww. . 
27 || 12261 | w. | — | 28,180 ie tee i 
17 || 122,60 N. a 20,022 2,459 | 2,819 + 0,360 
99 126,12 Wwi- 21,511 — — — 

4 || 122,82 N. | 7 19,886 2,413 | 2,610 + 0,197 
81 | 128352, WwW. | — 19,741 — | — — 

5 122,78 N. ee 19,022 2,317 | 2,404 + 0,087 


Hier muB man sich auBerdem der Tabelle I erinnern, die unter 
den Versuchen angefiihrt ist, die der Untersuchung des Einflusses der 
N,O,-Menge dienten (siehe 8. 279ff.). Der Reagenzzusatz unterschied 
sich von dem sonst bei den in diesem Zusammenhang angefiihrten 
Experimenten tiblichen dadurch, daB den Proben die doppelte Menge 
verdiinntes Nitritreagens zugesetzt wurde, aber die wirksamen Bestand- 
teile des Zusatzes waren in allen Fallen dieselben. In diesem Falle war 
der Durchschnittswert der O,-Bestimmung nach Winkler = 25,497 ecm O, 
pro Liter, somit héher als in irgendeiner der eben angefiihrten Serien. 
Temperatur + 18°C. 

SchlieBlich habe ich bei der Analyse von O,-freiem Wasser, das 
mit Nitritreagens versetzt worden war, O,-Werte erhalten, die um 
den Wert 0,042 fiir die Probeflasche herumliegen. Diese Zah]l liegt dem 
theoretisch zu erwartenden Wert (0,039) sehr nahe, denn in diesem 
Falle handelt es sich ausschlieBlich um O, aus dem Nitrit. 


2. Die experimentellen Resultate. 


Bei einem Vergleich, der in den Tabellen angefiihrten Werte kann 
man mehrere Tatsachen feststellen. Zur leichteren Ubersicht habe 
ich die Tabelle XX zusammengestellt. 
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Tabelle XX. 


Tabelle XX enthalt eine Zusammenstellung der in Tabelle | und den 
Tabellen IX bis XIX angegebenen O,-Analysenwerte pro Probe nach der 
Nitritmethode und die fiir aieselben Probenvolumen berechneten O,-Werte 
nach der Winkler-Methode und die Korrekturkonstanten. Die angefiihrten 
Werte bilden den Durchschnittswert der beiden Analysenresultate nach 
7 Stunden; die Zahlen, die aus Tabelle XIX stammen, entsprechen nur 
einer Analyse. AuBerdem habe ich in der ersten Spalte den O,-Wert O,- 
freien Wassers nach der Nitritmethode angefiihrt. Um den O,-Wert aus 
dem Wasser zu entfernen, setzte ich dem Wasser MnCl, und NaOH zu. 
Nachdem die entstehende Fallung sich gut abgesetzt hatte, wurden die 
Probeflaschen mit der klaren Lésung gefiillt. 





Tabelle IX xX XI x XI XIV XV 


ecm Og pro Probe Z 

nach der W. . . | 0,000 | 0,205 0,361 | 0,579 0,777 | 0,971 | 1,190 | 1,371 
cem Og pro Probe 
nach der N. . 0,042 | 0,238 , 0,389 | 0,604 0,789 | 0,976 1,188 | 1,363 


K —0,042'—0,033 —0,028|—0,025 —0,012|—0,005 +0,002| +0,008 








Tabelle XVI XVII XVUl XIX XIX XIX I 
ccm QO, pro Probe 
nach der W. .. 1,656 | 2,060 | 2,304 2,404 2,610 | 2,819 | 3,111 
cem Og pro Probe 
nach der N.. . . 1,631 2,028 | 2,253 2,317 | 2,413 | 2,459 2,456 
K 2... 4. | $0,025 +0,032 | +0,051 +0,087 | +0,197 | +0,360  +0,655 


Weiter habe ich die so erhaltenen Werte in einer Kurve dargestellt, 
(Abb. 1), in der auf der Ordinate der O,-Gehalt jeder Probe, wie er 
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Abb. 1. Kurve tiber das Verhiltnis zwischen den Werten der Winkler-O2-Methode (als Ordinate 
und derjenigen der Nitritmethode (als Abszisse); die Zahlen bezeichnen den Wert des 0, 
in eem pro Probe. 
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nach der Winkler-Methode bestimmt wurde, auf der Abszisse der O,- 
Werte nach der Nitritmethode aufgetragen ist. Es ergibt sich aus diese: 
Zusammenstellung, daB die Umsetzung bei niedrigeren O,-Konzentra- 
tionen einigermaBen quantitativ verlauft. Es gibt aber zwischen den 
Werten der beiden Analysenmethoden bestimmte, regelmaBige Diffe- 
renzen, denn unter einer gewissen O,-Menge (1,90ccm O, nach 
Tabelle XX) wird der O,-Wert nach der Nitritmethode héher als der 
O,-Wert nach der Winkler-Methode, und diese Differenz nimmt mehr 
und mehr zu, je kleiner der wahre O,-Wert (nach der Winkler-Methode) 
wird. Von einer O,-Menge von 0,190 ccm pro Probe an aufwarts ergeben 
die Analysen nach der Nitritmethode einen geringeren O,-Wert als 
die entsprechenden nach der Winkler-Methode, und die Differenzen 
werden langsam und regelmaBig gréBer bis zu einem gewissen Punkt 
(etwa 2,4ccm O, pro Probe nach Tabelle XX), wo plétzlich ein Um- 
schlag in dem Verlauf der Kurve eintritt, denn jetzt zeigen die Proben 
trotz ihres steigenden O,-Gehalts, den wir nach den O,-Werten dex 
Winkler-Methode konstatieren kénnen, kein weiteres Steigen der 
O,-Werte nach der Nitritmethode. 

Um diese Verhaltnisse anschaulicher darstellen zu kénnen, habe 
ich die Korrektionskonstanten der Tabelle XX als Ordinate (— unten 
+- oben) in eine neue Kurve (Abb. 2) eingezeichnet, wahrend als 
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Abb. 2. Kurve itiber das Verhiltnis zwischen den Werten der Nitritmethode (als Abszisse 
und den zugehirigen Korrekturen (als Ordinate); die Zahlen bezeichnen den Wert des 0, 
in cem pro Probe. 


Abszisse die O,-Werte nach der Nitritmethode aufgetragen sind. Wir 
erhalten somit eine Korrekturkurve, die einen ziemlich regelmaBigen 
Verlauf hat. DaB die Werte, die der Kurve zugrunde liegen, bei den 
héheren O,-Werten nicht ganz regelmaBig ausfallen, war nur zu er- 
warten, weil hier auch sehr kleine Fehler beim Abmessen der Reagenzien 
bedeutend gréBere Abweichungen als bei niedrigeren O,-Werten zur 
Folge haben miissen. Deutlich ist aber, daB die Nitritmethode 
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Katalyse d. N,O, bei d. Umsetzung zwischen elementarem O, und HJ. 295 
bei niedrigeren O,-Konzentrationen deshalb héhere O,-Werte gibt 
ils die Winkler-Methode, weil jetzt O, aus dem N,O, hinzukommt. 
Aber dann setzen Reaktionen ein, die nicht nur den so zugefiihrten 
nitriteigenen O, verschwinden lassen, sondern auBerdem auch noch 
eine gewisse Menge von dem QO, verbrauchen, der von Anfang an in 
elementarem Zustande im Wasser vorhanden war. Man wird nicht 
irren, wenn man annimmt, daB die Ursache hiervon in einer allmahlich 
steigenden N,O;-Bildung liegt, 


N,0, + 0, = N,0,. 


SchlieBlich, wenn das ganze zugesetzte N,O, in N,O, umgesetzt 
ist, hért alle Umsetzung von O, zu J, auf. Interessant genug kommt 
dies auf der Kurve durch einen ganz scharf markierten ,Umschlag 
ungefahr bei dem experimentell festgestellten Korrektionswert 0,087 
zum Vorschein, welcher unbedeutend den doppelten numerischen Wert 
der gréBten Korrektion tibersteigt (= 0,042), der ja aus dem durch 
das N,O, zugefiihrten O, bestand. Dies Verhaltnis bestatigt die An- 
nahme, da8 wir die Ursache des immer mehr zunehmenden Defizits in 
dem O,-Wert nach der Nitritmethode, wie es sich in der, Menge ab- 
geschiedenen Jods zu erkennen gibt, in einer waihrend des Verlaufs der 
Katalyse fortdauernden N,O,-Bildung zu suchen haben. 

Lombard (1922) hat als Erklarung dafiir, daB die salpetrige Saure 
wahrend des Verlaufs der Katalyse verschwindet, bei der Umsetzung 
zwischen HJ und N,O, andere Reaktionen nach den Formeln an- 
genommen: 

2HNO,+ 4HJ=N,O-+ 3H,O+ 2 Jy, 
2HNO,+ 6HJ = N,+ 4H,O-+ 3J,. 


Diese Erklirung kann aber wohl kaum richtig sein, denn dann 
wirde nach der Nitritmethode immer mehr Jod abgeschieden werden 
als dem vorhandenen O, entspricht, und dieser Uberschu8 wiirde gréBer 
werden, je gréBer die umgesetzte O,-Menge war. Erst nach Zerstérung 
der ganzen vorhandenen salpetrigen Saure nach den oben erwahnten 
Lombardschen Formeln wiirde die Menge von katalytisch abgeschiedenem 
Jod geringer sein als dem in der Probe vorhandenen Sauerstoff entspricht. 
Wie ohne weiteres aus den vorher angefiihrten Tabellen und Kurven 
hervorgeht, gibt es nichts, was diese Hypothese unterstiitzen kann. 


IV. Der Einflu8 der Reaktionszeit und des Probevolumens. 

Die Reaktionszeit ist natiirlich ein besonders wichtiger Faktor. 
Die Katalyse wird nicht momentan verlaufen, sondern die Jod- 
abscheidung 14Bt sich leicht mit Hilfe der allmahlich zunehmenden 
Farbung verfolgen. Es geht aber aus den vorher angefiihrten Tabellen 
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hervor, daB die Reaktion nach 7 Stunden praktisch abgeschlossen ist 
Einige kleine Verainderungen geben sich zwar nach noch lingerem 
Stehenlassen der Proben in den Korrekturkonstanten zu erkennen 
aber diese sind ohne jede quantitative Bedeutung. 


Ebenso diirften kleine Verschiedenheiten der Probevolumina ohne 
Bedeutung sein. Jede Analyse und die dazu gehérige Parallelanalyse 
stimmte ausgezeichnet iiberein, trotz geringer Verschiedenheiten in 
den Volumina der dabei benutzten Probeflaschen. 


V. Die analytische Bedeutung der Katalyse. 


Die hier vorliegende Untersuchung galt besonders der Ausarbeitung 
von neuen QO,-analytischen Methoden. Ich habe schon langst (Alster- 
berg 1926) eingehend die von Winkler (1888) angegebene O,-Analyse 
untersucht und dabei gefunden, daB diese exakt ist, wenn das Probe- 
wasser rein ist; beim Vorkommen gewisser Verunreinigungen aber ist 
das Resultat wertlos. Besonders bedenklich ist das alkalische Stadium 
der Probe bei der Analyse, denn organische Verunreinigungen iiben 
einen der Analyse verhangnisvollen, reduzierenden Einflu8 aus. Daher 
ist eine Methode vorzuziehen, bei der man nur in einem niedrigen pg- 
Bereich arbeitet. Das ist ein Vorteil, den ich mit der hier angegebenen 
Reaktion erreicht habe. Leider war ich mit anderer Arbeit so stark 
beschaftigt, daB ich keine Gelegenheit hatte, naher zu priifen, wie 
das Resultat in der Praxis ausfallt, aber alles deutet darauf hin, daf 
die Resultate auch bei Anwendung von verschiedenen Korrektur- 
methoden im allgemeinen mit der Nitritmethode besser ausfallen 
miissen. 

Dazu kommt noch ein Vorteil: die Einfachheit der Methode. Ich 
habe gefunden, daB die Zeit einer Analyse nach der Nitritmethode 
ganz wesentlich kiirzer und die Gefahr des Einschleichens von Fehlern 
wegen der Einfachheit des Reagenzzusatzes und der iibrigen Technik 
besonders gering ist. 

Doch haften der Methode einige Nachteile an. Fiir die Anwendung 
der Analyse sind gewisse Korrekturen notwendig, und dazu kommt. 
daB diese Korrekturen nicht, wie Thresh (1. c.) annahm, konstant sind. 
sondern, wie wir schon sahen, Variable. Dazu kommt, da8 man aufs 
genaueste darauf achten mu8, da8 wahrend des Verlaufs der Katalyse 
keine Luft in die Flasche kommt, denn dadurch wiirde der O,-Gehalt 
der Probe steigen. Das neue Resultat meiner hier publizierten Unter- 
suchung besteht vor allem in der Feststellung der verschiedenen Werte 
der Korrektur; dazu kommt die Anwendung einer neuen Reaktion 
bei der Ausfiihrung der Analyse, namlich die momentan zerstérende 
Wirkung der Stickstoffwasserstoffsaure auf die salpetrige Saure. 
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Eine Analyse nach der Nitritmethode soll folgendermaBen aus- 
gefiihrt werden: Der Wasserprobe, die genau wie bei der Winkler- 
O,-Analyse entnommen wird, wird unmittelbar nach der Probeentnahme 
0,5cem einer Nitritjodkaliumlésung (bestehend aus 25ccm einer 
Lésung von | g N,O, im Liter [Merck], 2 g reinster NaOH, 40 g reinem 
KJ, mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt, siehe 8.280) und 0,5 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure zugesetzt. Dann wird sie verschlossen 
und nach Umschiitteln nicht weniger als 7 und nicht mehr als 31 Stunden 
stehengelassen, wobei darauf zu achten ist, daB keine Luft in die Flasche 
tritt (Einsetzen in Wasser oder Ausfiillen des Raumes zwischen Hals 
und Stépsel der Flasche mit Wasser unter dem Wasserstrahl). Zur 
Analyse wird anhangendes Wasser durch eine Schleuderbewegung 
entfernt, die Flasche geéffnet, Hals und Stépsel mit 1 cem Azidlésung 
(0,5 g Natriumazid in 100 ccm Lésung) befeuchtet und die Lésung in 
einen mit 1 cem der gleichen Azidlésung beschickten Erlenmeyerkolben 
gegossen. Nach kurzem Umschiitteln wird die Flasche noch einmal 
mit einem Teile der nunmehr azidhaltigen Lésung ausgespiilt, um die 
letzten Reste N,O, zu vernichten, und die ganze Probe im Erlenmeyer- 
kolben nach den fiir die Winklersche Methode angegebenen Vorschriften 
titriert (Alsterberg 19261). 

Wir berechnen die der abgeschiedenen Jodquantitat entsprechende 
O,-Quantitaét nach folgender Gleichung: 

5,6.HV.HT =0,V. 


HV =das Volumen des verbrauchten Thiosulfats, 
O,V = die O,-Menge der Probe in Kubikzentimeter, 
HT = Titer der Thiosulfatlésung. 


Der erhaltene Wert ist mit Hilfe der (S. 294) angefiihrten Kurve zu 
korrigieren. Dort kénnen wir auf der Ordinate die tatsichliche O,-Menge 
ablesen, wenn wir den durch die Analyse festgestellten O,-Wert auf der 
Abszisse aufsuchen. ‘ 

Die Korrektur wird aber am besten nicht graphisch, sondern mit 
Hilfe der mathematischen Gleichung der Kurve ausgefiihrt. Wir sehen, 
daB der erste Teil der Korrekturkurve (von 0 bis 2 auf der Abszisse, also 
der Teil der Kurve, der analytischen Wert hat) mit der geraden Linie 

y = 0,039 x — 0,043 
zusammenfallt, wo 


y = K der Wert der Korrektur, in Kubikzentimeter O, pro Probe 
ausgedriickt, 


x =0,V. 


1 Hier sei darauf aufmerksam gemacht, daB es in der ersten der oben 
zitierten Arbeit, S.22,Z.5 von unten, heiBen soll: 0,8301g pro Liter 
anstatt 0,8031 g pro Liter, um eine n/100 K J-Lésung zu erhalten. AuBer- 
dem sei erwahnt, da8 in der letzteren Arbeit, 8S. 72, Z. 7 von oben, die dem 
Bromreagens zugesetzten 10 cem HC! statt 5°%ig 25°%ig sein sollen. 
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Also wird die Gleichung mit dieser Bezeichnung der Korrektur 
K = 0,039 O,V — 0,043 
und der korrigierte O,-Wert 
0,V + K =0,V + 0,039.0,V — 0,043 
= 1,039 O, VV — 0,043. * 
Die folgende Formel gibt den O,-Gehalt direkt in Kubikzentimeter O, 
pro Liter: 
1000 (1,039 0, V — 0,043) 
FV—1 
FV —!1 das Volumen der Probeflasche in Kubikzentimeter nach 
Abzug des Reagenzvolumens (0,5ccm  Nitritreagens 
0,5cem H,SO, l cem). 
O,L = die O,-Menge, in Kubikzentimeter O, pro Liter Wasser aus- 
gedriickt. 


- Og L. 


Vereinfacht hat die Formel folgendes Aussehen: 
1039 O, V — 43 
FV —1 
Vorher wurde angegeben: 


0,V 5.6.HV.HT, 


= Og L. 


also 
1039.56. HV.HT— 48 Onl 
FV—1 _, 
oder 
5818.4.HV.HT—43 
O,L. 


FV—1 

Weiterhin habe ich einige Experimente in der Absicht gemacht. 

die Brauchbarkeit der Methode fiir eine kolorimetrische, quantitative 
Bestimmung des O,-Gehalts zu priifen. Die Farbe der entstandenen 
Jodlésung sollte in diesem Falle mit der Farbstarke verschiedener 
Standardlésungen verglichen werden, die aus chemisch stabilen Be- 
standteilen zusammengesetzt sind. Ich fand, daB Lésungen aus FeCl, 
Co Cl, und HCl so gemischt werden kénnen, da ihre Farben denen 
der Jodlésungen entsprechen. Die Temperatur iibt aber einen starken 
nachteiligen EinfluB auf die Farbe der Eisenchloridlésungen aus; diese 
zeigen namlich bei steigender Temperatur immer dunklere Farbenténe. 
Méglich ist auch, daB sauer gemachte Fuchsinlésungen als Standard 
besser sind. Daher unterbrach ich meine Arbeit in diesem Stadium, in 
der Hoffnung, vielleicht spater Gelegenheit zur Fortsetzung zu haben. 
SchlieBlich méchte ich hinzufiigen, daB die hier angefiihrten 
Resultate auch fiir das Verstaindnis der von Winkler ausprobierten 
,Zeitmethode* zur titrimetrischen Bestimmung von N,O, (1915) 
Bedeutung haben. Hierbei wird N,O, mit im Uberschu8 vorhandenem 


* Diese Forme! ist tibrigens die Gleichung fiir den geraden Teil der 
ersten Kurve. 
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HJ und O, umgesetzt. Abgeschiedenes Jod wird mit Thiosulfat titriert, 
und aus dem Titrationsergebnis schlieBt man auf die Menge N,O,. die 
in empirischem Verhialtnis zu der Jodquantitaét steht. Offenbar wird 
hier die Jodmenge bestimmt, die das N,O, abscheidet, bis es ganz in 
N,O; umgewandelt worden ist. 


VI. Zusammenfassung. 

1. Die vorliegende Abhandlung untersucht die katalytische Wirkung 
von N,O, auf die Reaktion zwischen HJ und O, unter den verschiedenen 
Bedingungen einer O,-Analyse nach Thresh. 

2. Das abgeschiedene Jod wird nach Azidzusatz titrimetrisch 
bestimmt. 

3. Bei O,-Uberschu8 ist die Menge des zugesetzten N,O, von 


ausschlaggebender Bedeutung. Die Reaktion ist keine vollkommene 


Katalyse im strengen Sinne, weil ein gewisser, der O,-Menge proportio- 
naler Anteil des N,O, irreversibel zu N,O, oxydiert wird. 

4. Die Abhangigkeit der Analysenergebnisse von der Aziditit ist 
innerhalb weiter pg-Bereiche so gering, daB sie als Fehlerquelle ver- 
nachlissigt werden kann. Die Lésung mu8 aber sauer sein. 

5. Der EinfluB der HJ-Menge auf die Analysenresultate ist ohne 
Bedeutung, solange HJ im Uberschu8 vorhanden ist. 

6. Die Temperatur spielt fiir den quantitativen Verlauf dér Katalyse 
eine untergeordnete Rolle, solange O, nicht im Uberschu8 vorhanden 
ist, anderenfalls wirkt Temperaturerhéhung stark beschleunigend. 

7. Solange O, nicht im Uberschu8 vorhanden ist, steht der Umsatz 
in einem einfachen Verhiltnis zur Sauerstoffmenge. 

8. Infolge der Reduktion von N,O, zu NO wird bei geringen 
O,-Konzentrationen die abgeschiedene Menge Jod gréBer, als der O,- 
Menge entspricht. Dagegen ist infolge der Oxydation von N,O, zu 
N,O, die abgeschiedene Jodmenge bei hohen O,-Konzentrationen zu 
gering. 

9. Auf Grund der beschriebenen Katalyse wird eine Methode zur 
O,-Bestimmung ausgearbeitet. Im Gegensatz zu Thresh wird die 
einzufiihrende Korrektur nicht konstant, sondern variabel gefunden, 
gemaB der Formel: 

5818,4.HV.HT — 43° —OL 
FV—1 . 


worin bedeutet: HV = das verbrauchte Thiosulfat in Kubikzentimeter, 
HT = der Titer der Thiosulfatlésung, 
FV =das Volumen der Probeflasche in Kubik- 
zentimeter, 
O,L = die O,-Menge in Kubikzentimeter O, pro Liter 
Wasser. 


‘ 
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VII. AnschlieBende Bemerkungen. 


Wie in einer vorhergehenden Abhandlung erwahnt ist (Alsterberg 1925), 
habe ich selbstandig analytische Methoden ausgearbeitet, die jedoch schon 
vorher mustergiiltig von Lang (1922) ausgearbeitet worden sind. Indessen 
konnte er nach seiner Methode durch direkte Permanganattitrierung di 
Jodide nicht sicher bestimmen, wenn er hierbei so vorging, daB Permanganat 
bis zur Rosaférbung der Lésung zugesetzt wurde. Er erhielt so unregel 
maéBige und staéndig zu hohe Werte. Entweder setzte er Starkelésung als 
Indikator hinzu oder er muBte Hyposulfittitrationen recht komplizierter Art 
anwenden, um bessere Resultate zu erhalten. Meiner Meinung nach mul) 
man aber beim Titrieren mit Permanganat jeglichen Zusatz von organi- 
schen, leicht oxydierbaren Stoffen vermeiden. Bei meiner Untersuchung 
fand ich auch, daB die Bestimmungen bei Permanganattitration von Jodid 
unregelmaBig ausfallen, aber dies ist leicht zu umgehen. Hierbei ,,mu8 man 
die Probe wahrend der Permanganattitration schiitteln und darf die Tite: 
fliissigkeit nicht zu rasch hinzugeben; ich erhielt erst dann genaue Werte, 
sobald ich diese Umstande strikt beachtete“* (Alsterberg, 1. c., 8.10). Kolt 
hoff (1928, S. 278) empfiehlt in seinem ausgezeichneten Praktikum, Jod- 
kalium als Urtitersubstanz fiir Standardisierung von Permanganat und ist 
der Ansicht, da8 man bei Zusatz von Permanganat entweder direkt ohne 
Zugabe von Starke, oder mit Starke als Indikator titrieren kann, wobei e: 
nur auf Lang (l.c., S. 332) hinweist. In Anbetracht dessen, was ich eben 
referiert habe, kann dies nicht ganz richtig sein, und auBerdem ist meine 
Meinung nach Jodkalium als solche Urtitersubstanz in der chemischen 
Literatur gerade in meiner eben genannten Abhandlung zum ersten Male 
empfohlen worden. 
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Uber die Einwirkung 
der physikalischen Faktoren auf die Katalase des Blutes. 


Von 


A. 1. Alexeeff. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultaét der Staats- 
universitat zu Perm und aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir 
wissenschaftliche Forschung.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1929.) 


Die Ergebnisse unserer vergleichenden Untersuchungen (1), die 
unter Bedingungen, wie sie in den Bergen von Mittelasien herrschen, 
in den Jahren 1924 und 1925 ausgefiihrt wurden, zeigten, daB die 
katalatische Kraft des Blutes in den Morgenstunden bedeutend gréBer 
ist als am Tage und abends. Dieser Unterschied war um so gréBer, 
je scharfer die klimatischen Faktoren einwirken konnten. So war er 
in Sailyk (in den Vorbergen) gleich 10,4°,, wahrend in Britsch-Mulla 
(in den Bergen) die Verminderung 23,4°;, erreichte. Es wurde damals 
auch festgestellt, da8 die prozentuale Verringerung der Intensitat der 
Katalasewirkung gegeniiber den morgens gemessenen Werten in den 
Tagesstunden gréBer als in den Abendstunden war. 

Die Arbeiten des folgenden Jahres [Sommer 1926 (2)] haben die 
Tatsache der Verminderung der katalatischen Kraft des Blutes be- 
statigt und haben gezeigt, dafS diese Verminderung des B. K. G. parallel 
mit der Viskositat des Blutes zu gehen pflegt (der Quotient der Kor- 
relation ist 0,91). 

Die beobachteten Verinderungen des B. K. G. gingen iiber die 
Grenze der sogenannten normalen physiologischen Schwankung 
[+ 9°, (3)] weit hinaus. Um die Ursachen einer so erheblichen Ver- 
anderung der katalatischen Kraft des Blutes zu ermitteln, mu8 man 
vor allem auf die Ursachen der sogenannten normalen physiologischen 
Schwankungen eingehen und im Zusammenhang damit ihre Grenze 
bestimmen. 

Von den physiologischen Vorgingen, die die katalatische Kraft 
stark verandern kénnten, ruft der VerdauungsprozeB keine merklichen 
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Schwankungen im Katalasegehalt hervo.r Unsere Versuche (1), an 
gestellt mit Menschen, die eine Diat von Kohlehydraten bekamen 
zeigten, daB die Intensitat der Katalase wahrend der verschiedene: 
Phasen der Verdauung, keine Verainderung gegeniiber Kontrollversuchen 
zeigten, die vor der Aufnahme der Nahrung durchgefiihrt wurden 
Diese Beobachtungen zeigen, dab die Katalasewirkung auferordentlich 
konstant bleibt. Das Material, das wir im laufenden Sommer an gesunden 
Menschen, die auf gleiche Existenzbedingungen angewiesen waren 
bekommen haben, hat diesen Satz vollkommen bestatigt. Einen Tei! 
des Materials fiihren wir unten an. 


Serie 1. 
Die erste Beobachtung wurde um 8 Uhr morgens bei ¢ = 18° und 
Pp 739,2 ausgefiihrt, die zweite um 11 Uhr vormittags bei ¢ = 18,2° und 
p = 739,2 und eine dritte um 2 Uhr nachmittags bei ¢ = 18° und p = 739,1. 
Wahrend der ganzen Zeit der Beobachtungen war die Luftfeuchtigkeit 
konstant (42%). 


Tabelle I. 











; Alter Kérper- Menge B. K. G. : Ab- 

Name gewicht | der Ery- Hb-Index __ we ____. weichung 
Jahre kg | throcyten I U Il in %, 
ft 3 Sie 35 76,5 5,2 96 32,4 | 32,0 32,8 2,5 
meee eS 37 83,0 5,35 98 34,5 33,9 | 33,6 2,7 
Va aa 33 76,9 5,05 91 34,0 34,6 33,9 2,0 
i 3 se 30 78,4 5,2 93 81,8 | 32,4 | 32,8 3,1 
oe: are 38 81,2 4,9 91 28,4 29,0 | 28,2 2.8 


Serie 2. 
Die erste Beobachtung wurde um 8 Uhr morgens bei ¢t = 20,1° und 
p = 740,1 ausgefiihrt, die zweite "m 1) Uhr vormittags bei ¢ = 20,2° und 
p = 740,1 und eine dritte um 2 Uhr nachmittags beit = 20,4° und p = 740,2. 


Tabelle II. 





Kérper- 2 ° a Ab- 
Name Alter gewicht ak. Hb-Index __ cba mE wildhang 
Jahre kg throcyten I | i in Jo 
a —— — —= : 

PY OS Ae 27 84,4 4,95 89 29,8 29,0 29,3 2,7 
sy 2 gas = 30 80,2 5,1 94 32,6 32,6 | 32.9 1,0 
; Ae Sp ee 37 75,1 5,15 95 29,3 | 29,8 30,1 2,7 
me = ere 388 | 79,2 5,2 97 84,8 33,6 33,9 3,5 
| i 2 see 80 | 81,5 5,25 96 82,1 | 31,7 | 32,5 2.5 


Die Schwankungen im B. K. G. liegen annahernd innerhalb der 
Grenze der Versuchsfehler (bei unserer Untersuchungsmethode ist er 
3,3); also bleibt die Intensitat der Katalasewirkung eines Menschen bei 
gleichartiger Einwirkung der physikalischen Faktoren annaiernd 
konstant. 
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Analoge Resultate bekamen wir in der Arbeit von K. I. Russi- 
nowa (4): ,,Uber den 24stiindigen Verlauf der Intensitit einer Wirkung 
der Katalase*‘, die in unserem Institut ausgefiihrt wurde. Unter der 
Einwirkung gleicher physikalischer Bedingungen sind die 24stiindigen 
Schwankungen der Katalase im Organismus nahe der Fehlergrenze 
der Methode. Um die Ursachen der von uns frither beobachteten 
Schwankungen der katalatischen Kraft aufzukliiren, haben wir in diesem 
Sommer gleichzeitige Messungen der physikalischen Faktoren und 
ihrer Wirkung auf den B.K.G. angestellt. Die Versuche sind im 
Kurort N.-Serginsky, der im mittleren Ural in einer Héhe von ungefahr 
400 m ii. d. M. liegt, ausgefiihrt worden. (Eine Charakteristik des Klimas 
dieses Kurorts werden wir in einer Arbeit tiber die Einwirkung des 
Klimas auf die Katalase des Blutes geben.) Die Untersuchungen wurden 
an gesunden und kranken Menschen (Arthritis rheumatica chronica), 
die sich im Kurort aufhielten, an den folgenden Terminen ausgefiihrt : 
um 7 Uhr morgens (vor dem Friihstiick) , um 1015 und um 1 Uhr (vor 
dem Mittagessen). Diese Periode fiir die Untersuchungen wurde des- 
wegen gewahlt, weil sich um diese Zeit, nach unseren friiheren Unter- 
suchungen (1), die katalatische Kraft des Blutes am starksten andert; 
parallel wurden meteorologische Messungen tiber Temperatur, Luft- 
druck, Feuchtigkeit, Wind und Bewélkung ausgefiihrt. Die Unter- 
suchten befanden sich fast wahrend der ganzen Untersuchungsperiode 
und eine Stunde lang vor der ersten Beobachtung an der freien Luft 
(die Raume des Kurorts wurden nicht geheizt). Der B. K. G. wurde 
nach unserer Methode (5) bestimmt, dabei wurde statt Wasser 
sehr verdiinnter Alkohol (1: 5000) angewandt. Die Versuchstempe- 
ratur war 20 bis 21°, das pa ungefihr 7,1. Die Versuchsdauer 
betrug 30 Minuten. Bei jedem Versuch wurden zwei Bestimmungen 
ausgefiihrt und von diesen beiden Zahlen. der Mittelwert genommen. 
Hb-Prozent wurde mittels Haemometers nach Migos festgestellt und 
dann in Sahliwert umgerechnet. Die Zahl der Erythrocyten wurde 
mit einer Zihlkamera nach Biirk ausgemessen. Die meteorologischen 
Apparate waren an dem Observatorium der Provinz Ural gepriift. 


Die Resultate. 


Das Zahlenmaterial, das bei dem Studium dieser Frage gewonnen 
wurde, kann man in drei Gruppen einteilen: Zu der ersten Gruppe gehéren 
die Versuchsserien, bei deren Ausfiihrung keine erheblichen Anderungen 
der meteorologischen Bedingungen eingetreten waren. Zu der zweiten 
Gruppe gehéren die Beobachtungen bei einer starken Anderung dieser 
Bedingungen, und zu der dritten Gruppe gehéren die Versuchsreihen, an 
welchen die Einwirkung des Windes auf die katalatische Kraft des Blutes 
studiert wurde. 
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Gruppe I (40 vergleichende Versuche). 
Serien 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8. 


Wie man aus dem beigebrachten Material ersehen kann, waren die 


Schwankungen der physikalischen Faktoren wahrend der ganzen Period¢ 
der Beobachtung nicht groB. Die Temperatur stieg zwischen der ersten 
und zweiten Bestimmung um 1,3 bis 3,9° und zwischen der zweiten und 
dritten Bestimmung um 1,9 bis 4,5°. Die Anderungen des Luftdrucks 
waren nicht gréBer als 1,1 mm. Die relative Feuchtigkeit sank um 3 bis 
38%. Die Windstarke war an allen Tagen nicht groB. Die Dauer des Sonnen- 
scheins war bedeutend. Die Intensitét der Katalasewirkung anderte sich 
bei den oben angegebenen Bedingungen wenig. Die grébte Verringerung 
des B. K. G. betrigt 10,5°% (Serie 6, Versuch 1), in der Mehrzah] der Ver- 
suche war sie niedriger. 








Serie 1. 
i aE || Feuchtigkeit Wind- | Wind- | Bewil- |go2auer 4es _, 
Zeit } p RE hs } val . Sonnenscheins 
°C | absolute | relative |” ne) eae |; Say in Std. 
I. 7200’ 13,6 7338.4, 7,49 95 NW l 0 _ 
II. 10620’ 18,0 733,0 — — — . — _ 
II. 13610’ 20,1  7382,8) 7,9 75 NW 1 2 7,0 
Kirper- i . G Ab- mere Ab- 
Name Alter out Hb-Index B. K. G. nahme | B. K- G. | nahme 
Jahre kg I II in 9 Il in °/ 
2 2 Se 40 64,0 85 33,6 | 31,5 6,26 30,1 10,42 
+ aS eee 23 65,2 91 82,3 29.5 8,67 29,5 8,67 
hh fe 35 63,0 84 26,5 246 7,17 24,4 7,92 
Wake de 29 59,0 86 25,0 224 10,4 23,0 8,0 
K. N. I. 22 62,8 70 225 201 10,67 203 9,78 


* Die Zahl bezeichnet die Summe der Stunden mit Sonnenschein vom Anfang des Tages 
bis 13 Uhr. 




















Serie 2. 
oe) Feuchtigkeit = Wind- | Wind- Bewdl- gPaner des 
. | - P a — richtung stirke kung oT ae 
|; 0o¢ absolute rel: ative in Std 
—ESES = __ a —- 
| mos'l 1461/7357 100 90 | NW 8. Oo 
II. | 10h 30°} 18,1 | 7361 — — — | -— 
Il. || 13h10'| 20,1 | 736,5 8,7 47 NW 3 5 7.5 
Kory er- ..G Ab- = . Ab- 
Name Alter | gewicht | Hb-Index oe Sele “| nahme |B. K. G.  nahme 


Jahre kg I II in %» Ill in %, 


— 
- 


1m i bes C9 
Sew 
2 bo DO 


22.0 0,9 

25,2 4,55 
22,1 9,43 
26,2 3.32 
21,3 | 12,35 


ak A 48 60,2 81 22,2 | 23,0 +: 
= Soar 45 62,4 87 26,4 26,0 
) Be ee? See 46 64,8 84 24,4 23,2 
a. eS ere 46 59,4 92 27,1 | 26,0 
et a ae 43 69,4 82 243 22,8 
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n die Zeit é p Poushlighett Wind- Wind- Bewél- Pak a 
. ‘ ~ richtung stark kung 
riode ( absolute relative in Std 
arsten. 
1 und I. 710’) 16,2 733.5 6,0 43 SW 5 2 — 
rucks II. 10b30’' 20,1 733,83 — _ ‘nn ae 
3 bis III. 13805’ 229 7330) 88 40 WNW. 6 5 7,0 
nnen- K Al Al 
sic = Orper- 3, ; - . , a 
2 sich Name Alter gewicht  Hb-Index . bes : nahme B-K.G. pyahme 
pruny Jahre kg I ll in °/» Ill in 
Ver- 
G. A. 45 58,3 91 26,2 24,6 6,11 25,2 3,82 
k.W. O. 44 63,0 84 22,2 21,8 1,8 22,2 0,0 
K. N.S ‘ 55 58,0 82 21,2 | 19,2 9,43 19,5 8.02 
L. I. ‘ 34 59,2 86 28.2 26,4 6,38 26,0 7,8 
ro Sch. O. F 36 57,1 94 29,2 | 27,2 6,85 27,6 5,48 
eo ; Serie 4. 
d. 
Zeit é Pp rite Wind- Wind- Bewél- and = 
oC absolute relative richtang | stirke kung in Std 
) 
—— I 7205’ 16,1 | 736,0 11,9 87 WNW 3 7 
- Il. 10635’ 18,0 | 7363 — — — —_— - — 
a II. 13h00° 20,5 | 736.7 90 50 NW 4 6 4.6 
in 0 
; Koérper- 3 KG Ab- . Ab- 
10,42 Name Alter gewicht Hb-Index moh “ nahme | 8. K. G. | nahme 
8.67 Jahre kg I it in %/» Il in 
7,92 , 
8,0 gfw....1 @ ) es 87 26,8 25,2 597 248 7,46 
9,78 SS <r 45 59,8 84 23.2 21,2 8,62 208 10,34 
Tages P. 8S. A ; 46 63,4 86 26,2 248 5,34 24,2 7.63 
¢ 2 44 75,7 77 26,6 25,0 6,02 25,3 4.89 
D. GW. 35 80,1 92 330 822 242 318 3.64 
Serie 5. 
Ges , i ; Dauer des 
sheins , t Feuchtigkeit Wind- | Wind- | Bewdl-| connanecheins 
Zeit p ——————| -ichtung | stirke | kung | ° onnenschein 
d. 0C absolute relative — acs ing in Std 
I. || 7h 05’) 11,1 | 733,9 7,5 76 St 0 S —_ 
: If. 10630’ 148 734.1 -- — — _ = 
Ml. 13h10' 16,7 7349 51 38 NW 5 5 6,2 
Ab- > 
” : Kérper- 3 K.G Ab- . Ab- 
Name Alter gewieht Hb-Index _ sons = nahme | B- K-G.  pahme 
= Jahre kg I J in fp I in ¢ 
0,9 REeoM...« 36 72,2 S4 240 23.8 0,83 23,2 | 3,33 
4,05 Ch. IA. . 46 701 91 260/248 | 462 244 | 615 
= = ae 33 «728 «= 94872 368 1,08 86.4 | 215 
2 35; Tsch. P. N. ° 26 59,8 89 32,0 30.4 5,0 29,4 8,12 
—_ RSAc.. 2} SB Te 90 29.0 296 +207 293 | 1,03 
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Serie 6. 
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ae Feuchtigkeit Wind- Wind- Bewdél- . Dauer des 
— se ‘ -“ abate | relative riehtung stirke kung moo ey 
I. | 7 O'! 7A | 741,0 5,7 74 NE 2 4 
IU. 10630’, 11.3 740,5 — — -= -- - 
Ill. 13h 0’; 14,1 739.9 5,2 43 SSW 4 7 6,5 
Kor yer- a % Ab- eas Ab 
Name Alter pomee Hb-Index - > nahme B-K-.G. nahn 
Jahre kg I ll in Jo Il in ° 
K.F.S. . 28 58,8 84 35,8 33,1 7,56 32,0 10.61 
K.G.A. . 24 55,8 9 35,2 33,7 , 4,26 34,1 3,12 
wt. P. 26 55,7 80 24,0 224 6,67 21,2 11,67 
Tsch. N. A. 32 68,2 89 33,8 322 | 4,73 31,0 8,28 
M.G. D. 23 65.9 92 34,8 32,3 ° 7,18 31,2 | 10,34 
Serie 7. 
es Feuchtigkeit Wind- Wind- | Bewol- | . Dawer des 
Zeit t , i i ; Px Femme : Sonnenschein 
°C absolute | relative eiehtnng | stnet cang re Std . 
1. | 7 0'| 16,7 / 7348! 98 | 72 | SW 5 6 
Il. 10835’ 18,0 7345 = - - ‘ a ai 
II. |13h15' 22,5 7348 11.3 55 s 4 7 5,0 
Kérper- E¢ Ab- Ab 
Name Alter outa Hh-Index echo deen nahme |B. BK. G.  panm: 
Jahre kg I Il in %J9 Ill in ° 
W. I. D. 29 68,1 91 24.3 243 | 0,0 23.1 4,94 
M. W. A. 44 67,8 85 23,1 230) 0,48 220 | 4,76 
R. 8. G.. 27° 74,8 93 | 28,0 | 28,2 |+0,71 26,5 5,36 
M.G. W. 38 70,1 87 27,9 | 27,1 || 2,87 27,0 3,23 
pia. 8. x 20 65.6 75 226 21,0 7,08 213 5,75 
Serie 8. 
Zei Feuehtigkeit Wind- Wind-  Bewél-, . Dauer des 
Zeit t p werced oi i cae nl , | Sonnenschein: 
oC absolute relative wetteng | stnetee kong in Std 
a 7210’) 14,5 728.9 | 11,5 99 SW 3,0 10 — 
II. || 10» 30’; 17,0 7294) — — oe -- - ~- 
IT. (138 00’ 19,5 730,4|| 13,8 78 WNW 1,0 7 a 
Kérper- .K. G. Ab- bce Ab 
Name | Alter paren. Hb-Index —— be _* ——  nahme | B- K. 6. | nahm 
__ Jahre kg I } Ul in %J, Ul in ‘ 
| | | 
Bw.F*. 40 61,0 | 88 32,7 824 | 0,92 289 11,62 
Sch. W. T. 41 64.5 92 28,5 27,7 || 2,81 25,8 9,47 
| a Fe oe 31 64,0 91 29,7 | 29,2 168 26,7 | 10,1 
ee ee 24 57,2 87 80,9 274 111,38 27.3 | 11,65 
G. W. E. 35 66,9 91 28.3 27.1 4,24 263 7.07 
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Gruppe II (35 vergleichende Versuche). 
Serien 9, 10, 11, 12, 13, 14 und 15. 


Diese Gruppe von Versuchen ist durch eine erhebliche Anderung de: 
physikalischen Faktoren wahrend des Ganges der Untersuchung charak- 
terisiert. Die Temperaturerhéhung zwischen der ersten und zweiten Be- 
stimmung betrug 5,1 bis 14,5°; zwischen 9 Uhr 30 Minuten und 13 Uh 
2,6 bis 10,1°. Die relative Feuchtigkeit war auf 39 bis 57% gesunken. Die 
Windstarke war bei der letzten Bestimmung etwas starker als bei de: 
ersten. Die Dauer des Sonnenscheins war mit Ausnahme der Serien 9 und 15 
bedeutend. Entsprechend den scharfen Anderungen der physikalischen 
Faktoren haben wir groBe Schwankungen in der katalatischen Kraft des 
Blutes, die bis zu 32°, erreichen. Je mehr der Temperaturunterschied 
waichst, und je mehr sich die Feuchtigkeit vermindert, desto bedeutender 
st die Verminderung des B. K. G. In der Serie 11 sehen wir z. B. eine 
sharfe Temperaturerhéhung sowohl zur Zeit der zweiten als auch det 
Jritten Untersuchung. Parallel dazu vermindert sich der B. K. G. sowohl 
bei der zweiten als auch bei der dritten Bestimmung stark. 


Wenn wir in den Serien 10, 14 ,13 und 12 eine geringe Anderung der 
Temperatur zwischen der zweiten und dritten Untersuchung beobachten, 
stellen wir auch zur selben Zeit bei der Analyse unbedeutende Schwankungen 
n der katalatischen Kraft fest, und umgekehrt kann man bei einer groBen 
Temperaturerhéhung zwischen der ersten und zweiten Bestimmung bei 
allen Versuchen eine scharfe Abnahme der katalatischen Kraft des Blutes 
wahrnehmen. 




















Serie 9. 
Feuchtigkei , ' ‘wil. , Dauer des 
mt tp |_Pemetltlt_| wind | wind: | ewst-| genetic 
oC labsolute relative 8 6 in Std. 
L 7h 05’ 11,7 7371 9.8 97 SW 3 10 -- 
ll. | 10h30' 16,8 7365 — - —- 
Nl. 13h O' 226 735.9 11,8 58 Sk 8 6 3.2 
Kérper- B. K. G. Ab- a | 
Name Alter poome o Hb-Index |- _—jnahme | B. K. G. | nahme 
Jahre | kg I li in J il in %, 
2 ae 45 67,2 88 25,8 222 1395 194 |‘ 2481 
= eee 40 71,2 89 34,2 31,2 8.77 288 15,79 
= rae 48 78.1 87 $1.2 | 27,2 1282 268 | 17.81 
A Of ae 31 65,8 R4 25,2 | 228 952 218 | 13,49 
Naas 6s , 38 66.9 90 292 246 15.75 23.2 20.55 
Serie 10. 
a Feuchtigkeit © wind- Wind- Bewol- . Dauer des 
Zeit t aS |r br ver ‘ang sonnenscheins 
ei RA } absolute | relative Tithtung stirke kung 7 * a 
L. 7h15' 9,9 740,6 7.6 84 SE 1 0 
Il. | 10h 35’ 20,1 739.9 — — — - - 
Il. (18h 05' 22.7 739.4 7,9 36 SE 4 0 7.4 
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Kérper- B. K.G. Ab- a A 
Name Alter aoutlaiet Hb-Index - ——  nahme B.K.G. yay 
Jahre kg I II n %, nel in 
| ee Oe 45 65,1 91 32,0 | 244 23,75 23.5 26.56 
» gp ae Sa 38 78,4 90 34,5 28,7 1681 280 18.84 
R. L. M. 44 69,4 81 28.5 228 20,0 22.4 214 
Bat. 46 72,8 80 27,0 20,1 25,56 18,4 | 31,85 
T. Ch. 35 701 87 28,0 225 19,64 23,0 § 17.86 
Serie 11. 
Daas Feuchtigkeit Wind- Wind- | Bewsi-| Dauer des 
0 he . ‘absolute | relative richtung stirke wt ie e 
I. || 7h10'| 9,0 | 781,0 7,8 91 St 0 4 
Il. 106 30'| 18,3 7306, —  — —j|- _~ 
Ill. ||13h 05’ 28,2 729.7) 9,7 34 SW 4 0 6.5 
Kérper- B. K. G. Ab- a Al 
Name Alter | gewicht Hb-Index mas nahme B-K.G. yan 
Jahre kg I Il in °/o ll in 
S. P. Ja. 28 60,0 84 37,0 | 32,8 || 11,35 | 29,2 | 21,08 
GO. 2.2. 23 69,4 85 33,1 30,4 8,16, 27,8 16,01 
ee 32 62,4 91 86,4 | 31,4 | 13,74) 283 | 22,25 
B.S.8. . 40 68,7 86 33,5 | 26,4 || 21,19 | 242 (27,7 
W. M. G. 36 64,0 89 84,3 | 29.0 15,45 /| 26,1 23.91 
Serie 12. 
ae Feuchtigkeit Wind- | Wind- | Bewil-| . Dauer des 
_ bo . absolute | relative richtung stirke kung i. 
I. | 7h00'| 80 739.8 7,16 90 St 0 0 _ 
II. | 10h 38’ | 20,0 | 739,0 — '— — — ~ - 
ITI. | 1305’ 22,7 738.6 7,8 38 WsWw 2 4 7,3 
Kérper- B. K. G. Ab- — \ 
Name Alter qoute Hb-Index —— ain Sn -~nahme 8B-K.G. ya) 
Jahre S kg I il in %/o Il in 
W.W.A. . 33 80,1 87 31,5 | 26,2 || 16,88 | 24,7 | 21,59 
G. W.M. . 28 69,8 84 243 204 | 16,05 19,6 19,34 
T. M. D. 44 64.9 81 28,8 235 18,4 23.5 | 184 
ee ws 29 70,2 70 22,7 | 17,5 || 22,91 16,6 § 2687 
B. T. D. 27 76,4 91 80,7 | 28,5 || 23,45 | 28,7 | 22,8 
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Serie 13. 
, Feuchtigkeit Wind- Wind- Bewil- < Dauer des 
Zeit t Sanaa eis . . mee ,  Sonnenscheins 
oC J absolute relative htung  stiirke kung in Std 
| 7b 00’ 5.5 7408 5,9 86 St 0 0 
I. || 10h 35’) 20,0 749.3 — — - _ 
Ill. |}13h10'| 24,3 740,0 8,2 36 SW 6 0 7.6 
Koérper- B. K. G. Ab- as Ab- 
Name Alter | gewicht Hb-Index ;-————— nahme 3B. K.G.  yahme 
Jahre kg I i in °/9 ll in 
G. W. M. 36 71,8 85 37,4 32,1 14,17 32,0 14.44 
a 40 87,0 838 33,4 24,6 26.35 23.8 28,74 
P. W. I. 42 71,2 91 36,2 28,1 | 22.38 | 27,2 | 24,86 
C wecme « ; 45 82,0 84 33.4 25.2 2455: 242 | 27,54 
Sch. T. W. . ° 40 64,0 87 36.7 29.4 | 19.89 | 28,2 23,16 
Serie 14. 
, Feuchtigkeit Wind- Wind- Bewil- Dauer des 
Zeit ' ) en ne pose Sonnenscheins 
oC ' absolute | relative | ™* htung stirke kung ‘in Std. 
l. 7h 15’ 5,0 | 741.8 6,3 95 St 0 0 
Il. 10635’ 15.5 741.3 — — — 
ll. 13h O° 186. 741.0 6,7 45 NE 4 1 6.4 
Koérper- B. K. G. Ab- ‘ , Ab- 
Name Alter gewicht | Hb-Index —_ nahme_ B- K- G.  nahme 
Jahre kg I i in 9% il in ©), 
K. I. D. 34 65,7 89 85,8 | 31,8 | 11,17; 31,2 12,85 
io © 32 75,0 91 36.4 32,0 12.099 31,1 14,56 
0. W. M. 39 65.0 92 35,4 29.6 16,38 284 19,77 
M. A. P. 40 76,0 84 28.2 25.8 8,51 25.8 8,51 
G. W. M. 36 71,8 86 34,2 26,7 | 21,92; 27,2 20,47 
Serie 15. 
Feuchtigkeit Wind- | Wind- Bewél-| ,. Paver des 
Zeit t D ———$_$___— ..., " eatinn , | sonnenscheins 
oC I absolute | relative |= htung stirke kung in Std 
I. | 7h05’'| 1,2 | 789.6) 48 97 St 0 10 
Il. 10h 30’ 9,0 739.8 — — —_ — - 
Il. 13h 0’ 13,5 739.6 5.4 47 St 0 7 1,2 
Korper- B. K. G. Ab- Ab- 
Name Alter gewicht Hb-Index —————_—_ nahme B.K-G. nahme 
Jahre kg I Il in °J9 Il in ‘ 
ey 35 59,8 91 37,4 34,2 8,55 | 32,0 14,44 
FP A 27 72,8 98 34,3 294 14,29 268 28,34 
L. P. M. 34 64,1 89 33,5 29,0 1843 26,6 20,6 
ron. We 38 68,1 90 29.7 25,6 | 13,8 23,1 22,22 
B.. P. 45 77,0 91 27,2 | 22,8 16,18 19,1 29,78 
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Das Material der dritten Gruppe bestatigt die Schliisse aus dem ce: 
vorhergehenden Gruppe, d.h. ein starkes Sinken der katalatischen Krai 
des Blutes bei einer verhaltnismaBig groBen Temperaturerhéhung (zwische: 
der ersten und zweiten Bestimmung) und erklart die Bedeutung des Winde: 
als einen der physikalischen Faktoren. 
wir trotz der Temperaturerhéhung zwischen zweiter und dritter Bestimmung 
bei einer Zunahme des Windes bis auf 16 bis 19m pro Sekunde sogar eit. 
Bei der zweiten und dritten Bestimmung de: 
Serien 18 und 19 beobachten wir bei fast gleichbleibender Temperatw: 
der umgebenden Luft und bedeutender 
4 auf 18m pro Sekunde) dementsprechend eine starke 


VergréBerung des B. K. G. 


Serien 16, 17, 


A. |. Alexeeff : 


Gruppe II. 
18 und 19. 


B. K. G. bei der letzten Bestimmung. 


Serie 16. 


In den Serien 16 und 17 beobachte) 


Anderung der Windstarke (von 
Vergr6éBerung «es 





Fenchtigkeit Wind- Wind- | Bewol- . Dauer des 























_— 9C : ‘absolute e| relative’ richtung | stiirke kung we 
I. 7h 10’, 16,2 732,2 13,3 96 SW 3 l - 
If. | 10h 30’ 23,0 732.0 oo WwW 8 6 - 
III. |} 13h 15’! 26,5 | 732,1 12,7 49 WwW 19 4 6,6 
K6é - Se, Ab- ete Ab 
Name Alter po Hb-Index — hasthathes ——j nahme B- K- G6.) nanm 
Jahre kg I i in Jy ne in ‘ 
P. G. M. 33 64,4 81 223 | 184 |17,49 194 13,0 
M.S.S. . 58 74,0 rf: 19,9 15,7 | 21,11 16,7 16,08 
=x te 34 56,6 87 28,7 | 244 1498 26,2 8,71 
D.N. D. 43 85,0 84 27,8 25,5 8,27 26,5 4,65 
} ty ae 31 68.0 79 25.0 19.8 | 20,8 23.3 6.8 
Serie 17. 
: Feue ‘htigkeit | Wind- Wind- Bewil-| , Dauer des 
Zeit ous p eins ededion ichiene stiirke kung ee a 
= 7h 05', 13,8 738,6 6,0 68 SW 3 1 
|} 10h 89’ | 23.5 | 739,2)) — SW 5 - 
nt 13h 10’ 29,5 739,7|| 7,0 23 W 6 2 7,5 
Korper- . G. Ab- [ou a 
Name Alter a Hb-Index i ie = -_ eibane B. K. G. | nahm 
Jahre kg I II in °/o Il in 
F. W.G. 20 72,4 85 37,2 31,6 || 15,05 37,5 9,95 
M. I. G. 26 58,2 86 32,4 263 |1883 282 12,96 
G. M. A. 37 62,1 91 80,2 23,8 | 21,19) 24,0 | 20,53 
ee 55 24 54,8 84 27,2 | 22.4 117,66; 23,8 | 12,5 
Oe a: a x 45 70,2 91 83,8 26,7 | 21,01 28,0 17,16 
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Serie 18. 























ae, ; » __Fenehtigkeit  Wind-  Wind- Bewiil- ba 
04 absolute relative richtung stirke kung in Std 
I. | 7 O') 7,1 | 7862) 7,0 93 St 0) 10 
Il. 10635’ 13.2 734,8 — — NW 4 8 
Il. 13810’ 13,9 734.4 9,0 76 NW 18 8 0.6 
Koérper- B. K.G Ab- . Ab- 
Name Alter noulthe Hb-Index — . nahme 3-K-G. | nahme 
Jahre kg l Ul in %9 Il in %, 
. © Aaa 45 63.8 78 25.0 19,4 22.4 22.9 8.4 
Ms 6 42 72,1 84 81,0 | 27,1 | 12,58: 28,9 6.77 
Sch.M.M. .. | 89 | 798 86 32.4 27,0 16,67 302 6,79 
te ae 34 $2.1 91 37.6 34.1 9,31 36,0 4,26 
(AS ES Sarr 19 66.7 84 31.0 266 514,19 28.6 7,74 
Serie 19. 
‘ Feuchtigkeit Wind- Wind- | Bewél- Dauer des 
Zeit t , —_———__—- ie ,  sonner scheins 
0K : absolute | relative | '" htung | starke kung / Std. 
& 7h 05’ 7,5 7333 6.9 90 NE 2 4 
II. 10b30' 16,0 731.0 NW 4 10 
Il. 13610’ 163 7308 6.8 . 49 ssw 16 7 3.9 
Kirper- B. K.G Ab- Ab- 
Name Alter gewicht Hb-Index — = nahme | B- K-G.  pahme 
Jahre kg I Ll in % 5% ill in ° 
YS aaa 23 75,2 86 30,1 23,4 | 22,25 268 10,96 
BaA.& .... 1 OO |. oes 91 37.8 29.1 23,02 33.8 10,58 
 f & Se 35 71,6 94 35.9 30,2 15,88 32.7 8.91 
OS ae 40 $1.5 87 34.6 261 24.57 303 12.43 
ae 42 79.1 86 $2.4 | 25,1 | 22,53 27,8 14.2 


Unsere friiheren Beobachtungen, die eine deutliche Abnahme der 
katalatischen Kraft im Verlauf des Tages zeigten, wurden also durch eine 
starke Anderung der physikalischen Faktoren bewirkt, und das scheint 
charakteristisch fiir das Klima der Berge von Mittelasien zu sein. Wenn 
wir andere physikalische Bedingungen (Temperatur, Wind, Feuchtigkeit) 
wahlen, so kénnen wir gerade ein umgekehrtes Resultat bekommen, namlich 
eine starke VergréBerung der katalatischen Kraft im Laufe derselben 
Beobachtungsperiode, wie man das aus den Versuchen der Serie 20 ent- 
nehmen kann. 
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Serie 20. 











ra Feuchtigkeit Wind- Wind- | Bewsl-| . Dauer des 
f t in ime ew ah nil 
mt | oc. |” (absolute | relative | *iehtung| stirke | kung | Sonteusnpein 
1. 7h 05' 17,4 727.6 9.9 67 SW 6 10 —- 
Il. | 10h25' 17,4 727,7 - _ W 20 10 — 
Ill. 13h 0’ 14,6 728.0 9.0 72 SW 8 9 0 
Kérper- B. K. G. — Ab- 
Name Alter gewicht Hb-Index ___ Abnahme B.K.G.  pahme 
Jahre kg I I] in %/, Ill in °'» 
Bae « 29 68,0 91 27.0 | 30.5 +1296 32,4 + 20,0 
ee ae 37 67.5 90 27,4 | 29.5 11+ 7,66; 39,5 + 11,31 
R. N. F. 32 74,8 87 30,4 | 32,2 + 592 34,6 + 13,81 
A. 4.2. 30 67.5 91 28,3 | 33,3 |+ 17,67, 33,9 + 19,79 
| i ae aan 29 68,2 95 28.4 31,7 + 11,62, 33,9 + 19,37 


Auf Grund des oben dargestellten Versuchsmaterials kommen 
wir zu den folgenden Schliissen: 

1. Bei gleicher Einwirkung der physikalischen Faktoren ist die 
katalatische Kraft des Blutes konstant. 

2. Eine Anderung der katalatischen Kraft des Blutes wird haupt- 
sichlich durch die Summe der Einfliisse der physikalischen Bedingungen 
erklart. 

3. Bei einer starken Temperaturerhéhung fallt die katalatische 
Kraft des Blutes stark ab und steigt umgekehrt bei sinkender Tem- 
peratur an. 

4. Der Wind zeigt sich als ein Faktor von groBem EinfluB auf die 
Wirkung der Katalase, da der B. K. G. bei zunehmendem Wind stark 
wachst. 

5. Ein Parallelismus zwischen B.K.G. und der Quantitit des 
Hamoglobins im Blute wurde ebensowenig wie in unseren friiheren 
Untersuchungen festgestellt. 


Literatur. 


1) A. I. Alexeeff, diese Zeitschr. 173, 433, 1926. — 2) Derselbe, eben- 
daselbst 187, 92, 1927. — 3) EB. Iwanitzky-Wassilenko und A. Bach, eben- 
daselbst 148, 469, 1924; Ber. d. Univ. Saratow 3, 1925. — 4) K.J. Russi- 
nowa, in der Vorbereitung zum Druck. — 5) A.J. Alexeeff, K. I. Russi- 
nowa und A.N. Jaroslawzew, diese Zeitschr. 214, 310, 1929. 
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Die spezifische Wirme des Zentralnervensystems der Tiere 
und des Menschen. 


Von 
P. Balakirew. 


(Aus der Anatomischen Anstalt des Staatsinstituts fiir medizinische Wissen- 
schaften zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Menge der im tierischen Organismus enthaltenen Wirme 
hangt von zwei Momenten ab: 1. Von der Wairmeproduktion im Innern 
des Organismus und 2. von der Warmeabgabe und von der Warme- 
erhaltung aus dem auBeren Medium. Die Warmeproduktion hingt 
von dem Stoffwechsel im Organismus ab. Die Warmeabgabe oder die 
Wiarmeerhaltung aus dem auBeren Medium wird durch mehrere Momente 
bestimmt. Zu diesen Mumenten gehéren: 1. die spezifische Warme und 
die Warmeleitung der Gewebe und Organe des Kérpers und 2. die 
Irradiation und Verdunstung. Die spezifische Warme und die Wirme- 
leitung sind Eigenschaften, die von der physikalisch-chemischen Struktur 
der Gewebe abhangen. Diese Eigenschaften sind spezifisch fiir diese 
letzteren. Die Irradiation und Verdunstung haingen auBerdem noch 
von dem aéuBeren Medium ab. 

Wir haben uns zur Aufgabe gestellt, die spezifische Warme und 
die Warmeleitung des tierischen Organismus zu untersuchen. Von 
den in dieser Richtung angestellten Versuchen werden in der vor- 
liegenden Arbeit die Angaben iiber die spezifische Warme des Gehirns 
und des Riickenmarks der Tiere und des Menschen geschildert. 


1. Untersuchungsmethodik. 


Das zur Untersuchung dienende Gehirn der Tiere wurde sofort nach 
deren Tode, im Mittel 15 bis 60 Minuten nach dem Schlachten, genommen. 
Das Gehirn des Menschen konnte aus leicht verstandlichen Griinden sobald 
nach dem Tode nicht erhalten werden: es wurde im Mittel 24 bis 36 Stunden 
nach dem Tode genommen. Um dariiber zu urteilen, ob die am Gehirn 
des Kadavers erhaltenen Werte dem lebenden menschlichen Gehirn ent- 
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sprechen und in welchem Mabe die spezifische Warme des einige Stunden 
nach dem Tode entnommenen Gehirns der spezifischen Warme des Gehirns 
eines eben gestorbenen Menschen entspricht, wurde eine Reihe von Ve) 
suchen an dem verschiedene Zeit nach dem Tode entnommenen Gehim 
der Tiere ausgefiihrt, wobei das Gehirn wahrend dieser Zeit ins Blutserum 
des Tieres gebracht wurde. 

Zur Bestimmung der spezifischen Warme wurde das DewargefaéB und 
physiologische Kochsalzlésung (0,85°%ige NaCl) gebraucht. Die physio- 
logische Kochsalzlésung wurde deshalb gewahlt, weil es angenommen wird, 
daB sie den Geweben und Organen der héheren Tiere und des Menschen 
im Mittel isotonisch ist und folglich ihre physikalischen Eigenschaften 
wenig andert. Abgesehen davon, war die physiologische Kochsalzlésung 
fiir uns das zugiinglichste Mittel. Die spezifische Warme der physiologischen 
Kochsalzlésung betrigt nach unserer Bestimmung 0,989, bei einer Tem 
peratur von 15 bis 50°. (Die spezifische Warme des destillierten Wasser 
betragt 1,0, d.h. zur Verainderung der Temperatur eines Gramms Wasse1 
um 1° ist eine kleine Kalorie erforderlich.) Die Versuche wurden bei 
einer Temperatur von 30 bis 42°, im Mittel bei 32 bis 38° ausgefiihrt. Die 
Temperatur wurde mit Hilfe einer Lupe mit einer Genauigkeit bis aut 
0,01° bestimmt. Die erhaltenen Angaben wurden in mehreren Dewar- 
gefaBen gepriift. 


























A Abb. 1. 
Dewargefili mit Vorrichtungen im 
oH Durehsehnitt (schematisch). 
di A = Thermometer. 
BH B= Wand des Dewargefiilies. 
b- > 7, > 
D (= Wand des Behilters. 
c fp = Riihrstab. 
H L eT E = Zwischenschicht zwischen Gefib 
rq} | und Behiilter. 
' xT | ver 
+- | H Stipsel. 
INSTT | ' 
Sd 
H 





Die Versuchstechnik bestand in folgendem: Zuerst wurde eine be- 
stimmte Menge von zerkleinertem Hirngewebe in das DewargefaB gebracht. 
Ferner gossen wir eine genau abgewogene Menge physiologischer Kochsalz- 
lésung in das GeféB ein. Nach Ablauf eines gewissen Zeitraumes, nachdem 
das (primaire) Gemisch eine konstante Temperatur erhalten hatte, wurde 
diese Temperatur abgelesen, und in das Dewargefai® wurde eine neue Portion 
physiologischer Kochsalzlésung von einer bestimmten Temperatur ein- 
gegossen. Beim Umriihren wurde die Temperatur dieses (sekundiren) 
Gemisches konstant, sie wurde abgelesen, und damit war der Versuch be- 
endigt. Jeder Versuch bestand also, dem Wesen nach, aus zwei Momenten : 
1. Aus der Bestimmung der Temperatur des primaéren Gemisches und 2. aus 
der Bestimmung der Temperatur des sekundéren Gemisches. 


Die Berechnung wurde nach folgender Forme! ausgefiihrt : 
(am, + cm) (t? — t?) + Q(t? —t}) — K = ems (t} — t). (1) 
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In dieser Formel ist: 
m, == die Masse des zu priifenden Kérpers (im Mittel 30,0), 
m, = die Masse der zum ersten Male eingegossenen physiologischen Koch- 
salzlésung (im Mittel 85,0), 
ms = die Masse der zum zweiten Male eingegossenen physiologischen Koch- 
salzlésung (im Mittel 85,0), 


Q die Warmekapazitit des DewargefiBes, des Riihrstabes und des 
Thermometers, 

K die im gegebenen Falle experimentell festgestellte Wiairmeabgabe det 
Apparatur, 

c die spezifische Warme der physiologischen Kochsalzlésung, 

a die gesuchte spezifische Warme, 

tf die Temperatur des priméren Gemisches (im Mittel 37 bis 42°), 

tg die Temperatur des sekundiiren Gemisches (im Mittel 32 bis 38°), 

19 die Temperatur der zum zweiten Male eingegossenen physiologischen 


Kochsalzlésung. 
Bei der Veriinderung dieser Formel erhalten wir: 
xm, (t) —t}?) = cm, (t? — t?) — em, (tf — tf?) — Q (tf — t)) + K. (2) 
CMs (t,’ -—— t)) — cms, (t? — t?) — Q (t? —t?) + K 3 
m, (t? — t2) 8 
Da die Ergebnisse der Versuche durch die Warmekapazitét und die 
Warmeabgabe der Apparatur stark beeinflu8t werden, so; wurde jedet 
Versuch unter denselben Bedingungen ausgefiihrt, unter welchen die Warme- 
kapazitat und die Wiairmeabgabe der Apparatur bestimmt wurden. 
Was die Genauigkeit der Versuche anbelangt, so ist es notwendig zu 
erwahnen, da sie unter Beobachtung aller nétigen Bedingungen un- 
vermeidlich von der Genauigkeit der Bestimmung der von dem Thermo- 
meter angezeigten Temperatur abhingt. Da die Temperatur in jedem 
Versuche dreimal bestimmt wurde, so konnte der absolute ma ximale Fehler, 
bei der Bestimmung der Temperatur mit einer Genauigkeit bis auf 0,01°, 
— 0,03° betragen. In den Bedingungen der ausgefiihrten Versuche wird 
der maximale relative Fehler 0,2% betragen; als Durchschnittsfehle: 
kann 0,06 bis 0,07% angenommen werden. Die Werte der’ spezifischen 
Warme konnten also ebenfalls in Tausendstel bestimmt werden. 


2. Die spezifische Wirme des Zentralnervensystems der Tiere. 

Von dem Zentralnervensystem wurden, auber der spezifischen 
Warme des Gehirns und des Riickenmarks im ganzen, noch die graue 
Rinde und die weife Substanz der Hemispharen des GroBhirns und der 
einzelnen Teile des Encephalon bestimmt. 

Bei den Tieren wurden folgende Werte der spezifischen Warme 
des Encephalon gefunden: 


1. Pferd (5 bis 12 Jahre alt) ...... . 0,809 
2. Schwein (34 bis 2 Jahre alt) . . . . . . 0,799 
3. Ochse (3 bis 7 Jahre alt) ...... . 0,783 


4. Malb. (awelligiges). . . . 2 se tw es O87 
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Bei den gegebenen Tieren ist die spezifische Warme des Encephalon 
verschieden. Den gréBten Wert weist sie beim zweitigigen Kalb auf, 
einen kleineren Wert finden wir beim Pferde und den kleinsten beim 
Ochsen. 

Die spezifische Warme der grauen Rinde und der weifen Substanz 
des Cerebrum betrigt beim erwachsenen Ochsen: 


Substantia grisea (cortex cerebri) ...... . . . 0,833 
” alba (corpus callosum et radiatio corpor. 
DE na ae a oe ae ee Us ee ew ee ee 


Die spezifische Warme der grauen Rinde geht iiber dieselbe Wirme 
der weiBen Substanz um 8,3 °, hinaus. 

Die spezifische Wirme der einzelnen Teile des Zentralnerven- 
systems des erwachsenen Ochsen weist folgende Werte auf: 


er te are re 
2. Medulla oblongata et Mesencephalon .... . . 0,799 
ep ee eee re ee ee, 
6; Si: SN 5 Os a SS 


Von allen Teilen des Zentralnervensystems weist das Cerebellum 
die gréBte spezifische Warme, die Medulla oblongata die geringste 
spezifische Warme auf. Die spezifische Warme des Cerebellum ist so 
groB, daB sie iiber die spezifische Warme der Substantia grisea cerebri 
hinausgeht; die spezifische Wiairme der Medulla spinalis ist geringer 
als die spezifische Warme der Substantia alba cerebri. 


3. Die spezifische Wiirme des Zentralnervensystems des Menschen. 

Um die Frage zu lésen, wie groB die spezifische Warme des Zentral- 
nervensystems des eben gestorbenen Menschen ist und auf welche 
Weise die spezifische Warme durch die seit dem Moment des Todes 
verflossene Zeit beeinfluBt wird, muB man das tierische Gehirn ver- 
schiedene Zeit nach dem Schlachten der Tiere untersuchen. Zu diesem 
Zwecke wurde das Gehirn des Tieres, wie wir oben schon erwahnt 
haben, in Blutserum gebracht und in demselben im Laufe des nétigen 
Zeitraums bei einer mittleren Temperatur von 12 bis 15° gehalten. 

Es wurden folgende Angaben erhalten: 

Die spezifische Warme des Encephalon beim Ochsen. 





Zeit . 
Nr. | nach dem Sehlachten | Anzahl | Min. Max. Mittel Zunahme 
Std. 6 
1 3 10 _ -- 0,783 _ 
2 6 10 — — 0,783 — 
3 12 6 0,732 0,785 0,784 0,13 
4 18 6 0,787 0,796 0,791 1,02 
5 24 5 0,794 0,815 0,799 2,05 
6 48 + 0,802 0,828 0,809 3,32 
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Die Angaben zeigen, daS es uns nicht gelungen ist, wihrend der 
ersten Stunden nach dem Tode des Tieres mit Hilfe unseres Apparats 
Veranderungen der spezifischen Warme des Gehirns zu beobachten. 
Kine merkliche Veranderung wurde erst 12 Stunden nach dem Schlachten 
festgestellt. Gegen Ende des ersten Tages hat die spezifische Warme 
um 2,05°%, zugenommen; im Laufe des zweiten Tages werden ihre 
Verinderungen weniger intensiv, und nach 2 Tagen nimmt sie, im 
Vergleich mit dem frischen Gehirn, um 3,32 °,, zu. 
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Die Verinderungen der spezifischen Wirme des Encephalon beim Ochsen im Laufe von 
48 Stunden nach dem Tode des Tieres. 


Die Analyse der genannyen Veranderungen zeugt davon, daB den 
nach dem Schlachten des Tieres stattfindenden Veranderungen der 
spezifischen Warme des Zentralnervensystems die Zersetzungsprozesse 
zugrunde liegen. Die Wirkung des Moments des Schlachtens, d.h. des 
Todes, auf die Verinderungen der spezifischen Warme lieB sich aber 
nicht feststellen. Eine ebensolche Erscheinung erwahnt Rosenthal in 
bezug auf die spezifische Warme der quergestreiften Muskeln des 
Ochsen. 

Es fragt sich nun: In welchem Mae kénnen die Angaben iiber 
die spezifische Warme des Zentralnervensystems der geschlachteten 
Tiere auf das menschliche Gehirn, 24 bis 36 Stunden nach dem Tode, 
iibertragen werden? Der Moment des Todes bleibt an und fiir sich 
ohne Einflu8 auf die Warmekapazitat des Gehirns. Die Veranderungen 
der spezifischen Warme lassen sich zu der Zeit feststellen, wenn man 
schon die Zersetzung, d.h. die Zerstérung der Hirnsubstanz vermuten 
kann. Wenn wir in Betracht ziehen, daB das Gehirn des Ochsen nach 
dem Schlachten bei einer Temperatur von 12 bis 15° gelegen hat und 
mit dem fuferen Medium in Beriihrung gekommen ist, so miissen 
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wir annehmen, dai die Zersetzungsvorgange im gegebenen Falle 
intensiver verlaufen als in dem dem Kadaver entnommenen Gehirn 
(mit Ausnahme des Todes an einer Reihe von Infektionskrankheiten). 
Falls also die Veranderungen der spezifischen Warme sofort nach dem 
Tode eintreten, so sind sie so gering, daB unsere Apparatur sie nicht 
feststellen kann. Diese Apparatur beginnt die genannten Veranderungen 
festzustellen, nachdem der Ejntritt des Zerfalls der Hirnsubstanz 
schon vermutet werden kann. Deshalb ist es notwendig. bei der Ent- 
scheidung der Frage iiber die spezifische Warme des Zentralnerven- 
systems des Menschen folgendes in Betracht zu ziehen: 1. die seit 
dem Moment des Todes der gegebenen Perscn verflossene Zeit, 2. die 
Temperatur, bei welcher der Kadaver gelegen hat, und 3. die Erkrankung, 
welche den Tod herbeigefiihrt hat. Falls pathologisch-anatomische 
Veranderungen des Zentralnervensystems vorliegen, muB dieses Moment 
ebenfalls in Betracht gezogen werden. 

Um die Berichtigungen der Angaben iiber die spezifische Warme 
auf diese komplizierten und unaufgeklirten Momente zu meiden. 
wurde das Gehirn Leichnamen entnommen, die nicht linger als 
36 Stunden nach dem Tode, bei einer Temperatur von 10 bis 15° gelegen 
hatten. Das Gehirn mit sichtbaren pathologisch-anatomischen Ver- 
anderungen wurde nicht untersucht, ebenso wie das Gehirn von an 
akuten Infektionskrankheiten Gestorbenen. 


Die Resultate der Versuche sind als Mittelwerte gegeben. In 
den Fallen, in welchen der Unterschied iiber den von unserer Apparatur 
gestatteten Fehler hinausging, werden die maximalen und minimalen 
Werte gegeben. Es sind noch einige Fille angefiihrt. in welchen die 
spezifische Warme mit der Erkrankung des Organismus in Zusammen- 
harig gestellt ist. ; 


Wir haben folgende Angaben iiber die spezifische Wiarme des 
Encephalon des Menschen erhalten: 





Nr Anzahl Bestimmungen pearennscncrestsnieco null = 

der Fille . Min. Max. | Mittel 
1 Fétus, 8 Monat, weiblich 1 6 — — | 0,798 
2 Neugebor., 8 tagig, weibl. 1 6 -- — 0,774 
3 1 bis 3 Jahre 5 i8 0.771 0,774 | 0,772 
4 2 eae 4 16 0.768 0.772 0,769 
5 ee a 15 60 — 0.768 


Diese Angaben zeugen davon, daB die spezifische Warme des 
Encephalon nicht in allen Altern gleich ist. Durch die gréBte spezifische 
Warme zeichnet sich das Gehirn des Fétus und der Neugeborenen aus. 
Mit zunehmendem Alter verandert sich die spezifische Warme sehr 
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wenig. Der Mittelwert derselben bleibt von 4 Jahren an und_ bis 
65 Jahren beinahe ohne Veranderung. Es war schwer, genau zu be- 
stimmen, wie gro8 die spezifische Warme nach 65 Jahren ist, da uns 
ein einziger solcher Fall zur Verfiigung gestanden hat. Die auf Grund 
dieses Falles erhaltenen Angaben kénnen nicht als Mittelwerte fir 
das gegebene Alter dienen. Die spezifische Warme dieses Falles ist 
weiter unten im Zusammenhang mit der Erkrankung angegeben. Wenn 
wir die spezifische Warme des Encephalon des Menschen und der 
untersuchten Tiere vergleichen, so ist sie bei den Tieren im Mitte] 
etwa um 5,3 bis 1.9%, gréBer. 

Wie wirken die Erkrankungen auf das Zentralnervensystem ein ’ 
Wir stellen uns nicht zur Aufgabe, die Frage nach der Wirkung dieser 
oder jener Erkrankung auf die spezifische Warme aufzuklaren, und 
deshalb beschrinken wir uns auf die Anfiihrung von vier Fallen, aus 
welchen zu ersehen ist, daB diese oder jene Erkrankung nicht ohne 
EinfluB auf die spezifische Warme des Gehirns bleibt. 


Die spezifische Warme des Encephalion. 





Der fiir das 


Versuchs Be- entsprechende 
Nr ee Alter Krankheit stimmun- Mittel Alter 
— gen gefundene 


Mittel wert 


1 Midchen | 2%/, Jahre Diphtherie 6 0,799 0,772 
2 Madchen | 5°, . Tbe. miliaris 6 0,781 0,769 
3 Mann 51 . Diabetes mellitus 6 0.763 0.768 
4 Weib 71 e Cancer recti 6 0,772 


Die spezifische Warme der grauen Rinde und der weiben Substanz 
des Gehirns eines erwachsenen Menschen wird durch folgende Werte 


wiedergegeben : 
Substantia grisea (cortex cerebri) . . . eee 
alba (corpus callosum et radiatio corporis 
0 NSO ae Ee ea 


Die spezifische Warme der grauen Rinde ist um 10.8°,, groBer 
als diejenige der weiBen Substanz. Beim Menschen sind die absoluten 
Werte der spezifischen Warme der Substantia grisea et alba, ebenso 
wie des Gesamthirns, kleiner als beim Pferde, Ochsen und Schwein. 


Die spezifische Warme der einzelnen Teile des Zentralnerven- 
systems des Menschen ist verschieden. 


1. Cerebellum ty So a AO ee a rere rer. 
2. Telencephalon. . . kos ee 
3. Medulla oblongata et " Mesenc ephalon. ae 
ee I Se OS el we owes ORF 
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Das Cerebellum des Menschen weist die gréBte, die Medulla spinalis 
die kleinste Wirmekapazitat auf. Die spezifische Warme der einzelnen 
Teile des Zentralnervensystems des Menschen ist geringer als beim 
Ochsen. Eine Ausnahme stellt nur das Telencephalon vor, dessen 
spezifische Warme sogar gréBer ist als beim Ochsen. Beim Menschen 
steht es in bezug auf die spezifische Wirme nur dem Cerebellum nach; 
beim Ochsen steht es dem Cerebellum wesentlich nach und _ seine 
spezifische Warme ist beinahe gleich der gesamten spezifischen Warme 
der Medulla oblongata und des Mesencephalon. 


4. Die spezifische Wirme und der physikalisch-chemische Zustand 
der Substanz des Zentralnervensystems. 


Zum SchluB der Beschreibung der im Resultat unserer Versuche 
gewonnenen Zahlenwerte muB8 man einige Worte tiber den Zusammenhang 
zwischen der spezifischen Warme einerseits und der chemischen Beschaffen- 
heit der Struktur der Substanz des Zentralnervensystems andererseits 
sagen. Wenn die spezifische Warme nur von den Bestandteilen dieser 
Substanz abhangen wiirde, so kénnte man die genannte Warme auf Grund 
der Kenntnis dieser Bestandteile theoretisch berechnen. Dabei ist aber 
noch die Verbindungsart dieser Bestandteile von ziemlich groBer Bedeutung. 
Es ist schwer zu bestimmen, auf welche Weise alle diese Bedingungen die 
spezifische Warme beeinflussen in Anbetracht der Kompliziertheit und 
Unklarheit dieser Frage. Man kann aber annehmen, da8 die spezifische 
Wiarme dieser oder jener organischen Verbindung, dieses oder jenen 
Aggregats, in einem bedeutenden MaBe durch die Natur und die Menge 
der Bestandteile dieser Verbindung bestimmt wird. Es ist interessant, die 
Werte der spezifischen Warme des Zentralnervensystems mit dem Wasser- 
gehalt desselben zu vergleichen. Da das Wasser die Hauptmasse des Zentral- 
nervensystems bildet und unter den einfachen Koérpern die gréBte spezifische 
Warme aufweist, so muB die Zu- oder Abnahme der Wassermenge auf die 
spezifische Warme der gegebener? Verbindung oder des gegebenen Aggregats 
wirken. 

Die Zusammenstellung der sepzifischen Warme des Zentralnerven- 
sysvems mit dem Wassergehalt desselben zeugt von dem Zusammenhang 
zwischen diesen zwei Momenten. 


Wassergehalt des Zentralnervensystems des Menschen (Erwachsene). 





1} | 





i] 1. Gehirn 
Nr. Graue Rinde WeifeSubstanz Gesamthirn 2. Riickenmark 
oa 5 6 % 

1 Bernhardt 85,86 70,08 — —_ 

2 Bourgoin 83,00 73,5 79,0 — 

3 Forster 85,4 70,1 79,2 - 

4 Thudichum 85,27 70,23 _ ~~ 

5 Bischoff — - _ 69,74 


Rundes Mittel 
fiir Erwachsene . . 84,88 70,98 79,1 69,74 
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Spezifische Warme des Zentralnervensystems des Menschen (Erwachsene). 





1. Gehirn 


Meg gt PE Pas Se ih , f 9 ke . 
Graue Rinde Weifie Substanz Gesamthirn 2. Riickenmark 


%, %, oy, 
0,822 0,742 0,768 0,727 


Die einen gréBeren Wassergehalt aufweisende Hirnsubstanz zeichnet 
sich auch durch eine gréS8ere spezifische Warme aus. 

Die gréBere spezifische Warme des Encephalon des Fétus und der Neu- 
geborenen wird ebenfalis von einer Zunahme des Wassergehaltes begleitet. 


Gesamthirm. 1. Wassergehalt. 


ey See re FA 

Madchen, neuntégiges (Forster) .......... 39,2% 
2. Spezifische Warme. 

EN ea ee ee ee er 

ee ee ee 


Bei den Neugeborenen und beim Fétus ist der Wassergehalt sowohl 
des Encephalon, wie auch der Substantia grisea und alba gr6éBer als bei 
den Erwachsenen (Schlossberger, Bibra, Forster). Wir sehen, daB auch die 
Wirmekapazitaét bei den ersten gré8er ist als bei den Erwachsenen. Beim 
Foétus ist die spezifische Warme seinerseits gréBer als bei den Neugeborenen. 

Die spezifische Wairme des Zentralnervensystems des Ochsen, des 
Pferdes und des Schweines ist gr6éBer als beim Menschen. Gorup-Bezanez 
sagt, daB das Zentralnervensystem der Tiere auch an Wasser reicher ist und 
sich diesbeziiglich dem Zentralnervensystem des Menschen im Embryonal- 
zustande oder wahrend der ersten Tage nach der Geburt niéhert. 

Wenn wir die Angaben von Bibra in bezug auf den Wassergehalt 
nehmen, so wird das gegenseitige Verhaltnis zwischen der Wassermenge 
und der spezifischen Warme des Encephalon bei den von uns untersuchten 
Tieren das folgende sein: 





Wassergehalt 


Nr. Tierart und Alter Spezifische Warme 
0 ° 

1 Kalb, 2 tagiges _ 0,872 

2 5% ‘ 80,67 ~ 

3 Pferd 74,90 0,899 

4 Schwein, 2 Jahre 74,77 0,799 

5 Ochse 75,44 0,783 


Fiir die einzelnen Teile des Encephalon geben Schlossberger und Bibra 
folgenden Wassergehalt an: 





Cerebellum et 


Medulla oblongata Pons Varolie Hemispharen 
0 0 0 
0 0 0 
——— = — T 
Mensch .... 73,72 75,77 76,63 
(Mittel von 6 Fallen) 
rae ee 72,00 76,66 79,24 


Biochemische Zeitschrift Band 216. 91 
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Die spezifische Warme der einzelnen Teile des Encephalon betragt: 





| 
| Medulla oblongata 


et Mesencephalon Cerebellum Telencephalon 
Mensch ees 0,785 0,869 0,807 
| Beer 0,799 0,873 0,795 


Aus dieser Zusammenstellung ersehen wir, daB die einzelnen Teile 
des Encephalon des Ochsen, im Vergleich mit dem Menschen, neben dem 
gréBeren Wassergehalt auch eine gréBere spezifische Wirme aufweisen. 
Die Verteilung der einzelnen Teile in bezug auf die spezifische Warme 
fallt bei den Tieren und beim Menschen mit der Verteilung in bezug auf 
den Wassergehalt nicht zusammen. Dasselbe betrifft auch die Verteilung 
der Tiere nach den gegebenen Merkmalen in bezug auf das Gesamthirn. 
Wodurch ist diese Erscheinung zu erkliren? Es sind zwei Erklarungen 
mdéglich, wobei sie einander nicht ausschlieBen: 1. Die spezifische Warme 
dieser oder jener organischen Verbindung ist nicht eine einfache Summe, 
die durch Addition der spezifischen Wirme der einzelnen Bestandteile 
erhalten wird. 2. Das von uns untersuchte Material ist mit dem von den 
Forschern auf den Wassergehalt untersuchten Material nicht gleichwertig. 

Es ist schwer zu bestimmen, ob die Nichtiibereinstimmung zwischen 
der spezifischen Warme und dem Wassergehalt nur von dem ersten Um- 
stand abhangt, da diese Frage nicht nur in bezug auf das Zentralnerven- 
system, sondern auch in bezug auf die Kolloidallésungen tiberhaupt nicht 
aufgeklirt ist. Man mu8 annehmen, da’ die spezifische Warme einer 
organischen Verbindung nicht eine einfache Summe der spezifischen 
Warme der einzelnen Bestandteile ist. Selbst wenn wir nicht eine organische 
Verbindung, sondern einfach eine Wasserlésung nehmen, so sehen wir, 
wie stark die spezifische Warme der Lésung sich von der spezifischen Warme 
der einzelnen Bestandteile unterscheiden kann. Die spezifische Wiarme 
des Athylalkohols betragt z.B. bei einer Temperatur von 19 bis 77° — 0,643, 
dessen Lésungen in Wasser weisen aber folgende spezifische Warmen auf: 


40% bei einer Temperatur von 18 bis 40° . . . . . 0,9806 
30% Lhd ” ” ” 18 ” 40° . . . . . 1,026 
NS ok owlase a8 824 Swe See ae 


Die Zunahme des Wassergehalts hat also die Zunahme der spezifischen 
Warme der gegebenen Lésung nicht zur Folge, die Abnahme des Wasser- 
gehalts wird aber von der Herabsetzung der spezifischen Warme der Gesamt - 
lésung nicht begleitet. Die Berechnung der spezifischen Warme dieser 
oder jener organischen Verbindung nach der Menge der einzelnen Bestand- 
teile und nach der GréB8e der spezifischen Warme entspricht nicht der 
Wirklichkeit. Eine solche Berechnung der spezifischen Warme (d.h. die 
von Rosenthal in bezug auf die quergestreiften Muskeln ausgefiihrte Be- 
rechnung) kann nicht fiir richtig anerkannt werden. 

Abgesehen von der ersten Méglichkeit, konnte die Nichtiiberein- 
stimmung zwischen der GréBe der spezifischen Warme des Zentralnerven- 
systems und dem Wassergehalt dadurch beeinfluBt werden, daB unser 
Material ein anderes war, als das von den Forschern auf den Wassergehalt 
untersuchte Material. Nach den Untersuchungen einer Reihe von Autoren 
(Bernhardt, Schlossberger, Bibra, Weisbach, Forster) ist der Wassergehalt 
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des Zentralnervensystems des Menschen Schwankungen unterworfen und 
hangt 1. von der Individualitét (Konstitution), 2. von dem Geschlecht, 
3. Alter und 4. Gesundheitszustand (Erkrankungen) ab. 

Es ist schwer zu bestimmen, ob unsere Angaben durch konstitutionelle 
Momente beeinfluBt wurden, da unser Material von diesem Standpunkt 
aus nicht untersucht wurde. Die Forscher (Bernhardt, Schlossberger, Bibra) 
haben die Abhangigkeit des Wassergehalts von irgendwelchen bestimmten 
konstitutionellen Momenten nicht festgestellt. 

Bei der Untersuchung des Wassergehalts in Abhingigkeit vom Ge- 
schlecht hat Weisbach einen verschiedenen Wassergehalt des Gehirns beim 
Manne und Weibe gefunden, wobei der Wassergehalt beim Weibe, zwar 
in einem sehr unbedeutenden Mab6e, geringer war. In der grauen Rinde 
sind 83,88°% (Mann) und 83,35° (Weib), in der weiBen Substanz 70,17 °%% 
(Mann) und 69,95°%% (Weib) Wasser enthalten. Wir konnten gar keinen 
Unterschied in bezug auf die spezifische Warme des Zentralnervensystems 
beim Manne und beim Weibe feststellen, deshalb beziehen sich die von 
uns gegebenen Werte der spezifischen Wiarme auf beide Geschlechter. 

Was die Wirkung des Alters auf den Wassergehalt anbelangt, so be- 
hauptet eine Reihe von Autoren (Gorup-Bezanez, Bibra), da der Wasser- 
gehalt beim Erwachsenen (19 bis 48 Jahre) standhaft sei. Unsere Angaben 
iiber die spezifische Warme zeigen, da8 die Stabilitét der spezifischen 
Warme viel frither, im Mittel von 4 bis 7 Jahren an, beobachtet wird. 

Diese oder jene Erkrankungen beeinflussen den Wassergehalt des 
Zentralnervensystems (Bernhardt, Schlossberger, Bibra). Bibra und Schloss- 
berger geben folgende Werte des Wassergehalts bei verschiedenen Erkran- 
kungen : 





SS eee | 


i Medulla |Cerebellum et Gesamt- 
Nr. Versuchs- Alter Krankheit oblongata| Pons Varolie Hemisphiren pehait 
person Jahre 0 ° ; 0/5 9 9 
1 Madchen 19 Typhus 72.9 76,82 76.4 76,68 
2 Mann 21 | Tuberkulose | 74,7 76,17 79,01 77,99 
3 Weib 35 so . | 7513 76,98 75,69 75,55 
4 Mann 41 Typhus 73,08 76,52 74,24 76,44 
5 Ps 65 Marasmus 74,46 75 82 74,43 76,39 
6 a 80 - 72.03 72,30 80,0 - 74,58 


Es ist natiirlich die Vermutung auszusprechen, daB bestimmte Er- 
krankungen auch die spezifische Warme des Zentralnervensystems be- 
einflussen kénnen. Oben haben wir einige Fille genannt, in welchen die 
spezifische Warme bei einigen Krankheiten angegeben ist. Die GréBe 
der spezifischen Warme weicht bei einer Reihe von Erkrankungen von 
dem fiir das gegebene Alter gefundenen Mittelwert wesentlich ab. Es fragt 
sich nun, ob der Unterschied zwischen den Mittelwerten der spezifischen 
Warme und des Wassergehalts im Hirngewebe von der durch verschiedene 
Erkrankungen bedingten Ungleichartigkeit des Materials in beiden Fallen 
oder von irgendwelchen anderen Ursachen abhaéngt. Man kann annehmen, 
daB die spezifische Warme im gegebenen Falle, abgesehen von dem Wasser- 
gehalt, durch den physikalisch-chemischen Zustande der Hirnsubstanz bei 
dieser oder jener Erkrankung bedingt wird. Wenn wir es dennoch fir 
méglich gehalten haben, die Werte der spezifischen Warme des Zentral- 
nervensystems fiir Mittelwerte zu erklaren, d.h. von einer bestimmten 











324 P. Balakirew: Spezifische Warme des Zentralnervensystems. 


Stabilitaét derselben zu sprechen, so wird dieser Umstand dadurch bedingt, 
daB die spezifische Warme unseres Materials eine bestimmte Stabilitat 
gezeigt hat; sie schwankte in bestimmten, tiber die maximalen, von unsere 
Apparatur zugelassenen Werte nicht hinausgehenden Grenzen. 


SchluBfolgerungen. 

1. Die spezifische Warme des Zentralnervensystems ist beim 
Menschen geringer als beim Ochsen, Pferde und Schweine. 

2. Die Substantia grisea corticis cerebri weist eine gréBere spezifische 
Warme auf als die Substantia alba. 

3. Von den einzelnen Teilen des Zentralnervensystems kommt 
die gréBte spezifische Warme beim Menschen und bei den Tieren dem 
Cerebellum, die kleinste der Medulla spinalis zu. 

4. Die gréBte spezifische Warme wird bei den Embryonen und 
Neugeborenen beobachtet. Beim Menschen im Alter von 4 bis 7 Jahren 
erhalt die spezifische Wirme eine bestimmte Stabilitat, welche in den 
weiteren Altersgruppen beibehalten bleibt (an unserem Material betragt 
das héchste Alter 65 Jahre). 

5. Es ist uns nicht gelungen, die Wirkung des Geschlechts auf die 
spezifische Warme festzustellen. 

6. Da die spezifische Warme dieser oder jener organischen Ver- 
bindung von dem physikalisch-chemischen Zustande der Substanz 
abhangt, so stellt sie nicht eine einfache Summe der einzelnen spezifi- 
schen Warmen derjenigen Stoffe vor, welche die Bestandteile der 
gegebenen Verbindung bilden. Deshalb wiirde es nicht richtig sein, die 
spezifische Warme des Zentralnervensystems nach den _ einzelnen 
Bestandteilen zu bestimmen. 

7. Die spezifische Warme des Zentralnervensystems ist in bezug 
auf das gegebene Alter Schwankungen unterworfen. Auf Grund des 
uns zur Verfiigung stehenden Materials konnten wir diesbeziiglich dice 
Wirkung nur einiger Krankheiten bestimmen. 
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Reduktionserscheinungen bei Milchsiuregirung. 


Von 
W. N. Schaposehnikov und J. P. Zacharov. 


(Aus dem Laboratorium fiir technische Mikrobiologie des Staatlichen 
Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 14. Oktober 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Reduktionsfahigkeit lebender Zellen ist bei Pflanzen wie Hefen 
und Bakterien (Denitrifikation) langst bekannt. Als Indikator der 
Reduktion sind verschiedene Stoffe gebraiuchlich: Nitrate, Schwefel., 
Methylenblau, Hydrochinon und andere, die in Kontakt mit den 
lebenden Zellen reduziert werden. 

Das Studium der reduzierenden Fahigkeit erscheint wichtig, weil 
sie mit der Lebenstatigkeit der Zellen und im Falle der Garung auch 
mit der Fermentation verkniipft ist. Bei unseren Versuchen mit Rein- 
kulturen des Bacillus Delbriicki kamen wir zu der Uberzeugung, daB 
dieser Mikrobe eine ausgesprochene Reduktionskraft eigen ist und 
dieselbe gewifh mit der normalen Saurebildung verbunden ist. Daher 
glaubten wir, daf Forschungen iiber die reduktiven Prozesse bei 
bakteriellen Garungen, besonders bei der Milchsauregirung, zur Er- 
kenntnis des Chemismus dieser Vorgiinge ebenso beitragen diirften, 
wie es bei der alkoholischen Garung der Fall war. 

Neuberg und Simon! haben solche Reduktionen bei Bacterium coli 
und Bacterium lactis aerogenes beobachtet, indem sie zu diesem Zwecke 
p-Xylochinon, Isovaleraldehyd und Natriumthiosulfat verwendeten. 
Fiir den Bac. Delbriicki hat Henneberg? kurz berichtet, daB Faille von 
Salpetrigsiurebildung konstatiert wurden, wenn das benutzte Wasser 
Nitrate enthielt. 

Das Ziel unserer Arbeit war nur die Bestimmung der reduzierenden 
Fahigkeit von Milchsiurebakterien, die Frage nach der Ursache dieser 


1 C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 190, 226, 1926. 
2 Henneberg, Gairungsbakteriologie 1, 1926. 
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Erscheinung wird nicht beriihrt. Zu diesem Zwecke wurden drei 
Versuchsreihen angestellt. In das Gargemisch einer Reinkultur von 
Bac. Delbriicki wurde Methylenblau, salpetersaures Kalium und 
Schwefel eingebracht. In allen Versuchen wurde eine Reduktion beob. 
achtet: Methylenblau wurde zur Leucobase reduziert, Kaliumnitrat 
ging in Nitrat und Schwefel in Schwefelwasserstoff iiber. 


Versuche mit Methylenblau. 


In groBen Flaschen wurden Nahrbéden nach W. Schaposchnikov und 
A. Manteufel' bereitet ; als Stickstoffnahrung dienten Proteine von Globulin- 
typus: auf 1 Liter Lésung kamen 60 bis 70g Glucose, 20 g Bohnenmeh! 
und 10g MgSO,. Nach dreifacher Pasteurisation bei 78° wurden diese 
Nahrbéden mit dem gleichen Volumen einer aktiven Reinkultur von Bac. 
Delbriicki geimpft. Die Garung vollzog sich im Thermostaten bei 50° in 
Anwesenheit von Kreide. Das Methylenblau wurde in Form einer sterilen 
Lésung zweimal portionsweise zugesetzt. Die vollkommene Entfarbung 
der ersten Portionen erfolgten in 30 bis 35 Minuten, die Entfairbung der 
nachsten verzégerte sich etwas, es blieb auch manchmal eine lila ode: 
schmutziggraue Schattierung zuriick. Die aus Methylenblau entstandene 
Leukobase konnte stets mikroskopisch in Form feiner Kristalle beobachtet 
werden. Nach langerem Stehen wurden solche entfarbten Lésungen an 
der Oberflache wieder blau (Reoxydation der Leukoverbindungen an der 
Luft). Die Menge des eingefiihrten Methylenblaus betrug in der ersten 
Versuchsserie 1,2 und 2,8g, in der zweiten 1,1 g und in der dritten 2 g. 
Dabei konnte beobachtet werden, da8 die Vergérung durch Methylerblau 
etwas beeintrichtigt wird, was an der Glykosekonzentration zu Anfang 
und gegen Ende des Prozesses zu bemerken war. 


AuBerdem versuchten wir eine Einfiihrung von Methylenblau in 
einzelne Proben eines mit Hilfe derselben Bakterien vergorenen Materials. 
Die Proben entnahmen wir aus verschiedenen einander folgenden Stadien 
des Garprozesses. Zu den am zweiten Tage der Gaérung entnommenen 
10 cem des zu priifenden, CaCO, enthaltenden Materials wurde tropfen- 
weise eine 1%ige Methylenblaulésung bei einer Gartemperatur von 47 
bis 48° gesetzt. Gleichzeitig wurde auch die Glucosekonzentration bestimmt ; 
die anfangliche Konzentration war in allen Kulturen 6,9%. 


Tabelle I enthalt eine Zusammenfassung dieser Bestimmungen gleich- 
zeitig mit der Bestimmung der Reduktionsfahigkeit. 














Tabelle I. 
: 1. Kultur Il. Kultur Ill. Kultur 
Tropfen a Tropfen = Tropfen | —" 
2x0. | 36 6,1 12 6,3 9 6,15 
8X | 64 5.85 31 5.85 74 525 
4. XIL 130 | 4, 40 5.10 145 420 


1 W. Schaposchnikov und A. Manteufel, Trans. of the Scient. Chem. 
Pharm. Inst. Nr. 7 (russisch). 
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drei Als Ma8 der Reduktionsfaihigkeit betrachteten wir in diesen Ver- 
suchen die Menge von Methylenblau in Tropfen, welche durch das gleiche 





von e son os . - * ° = s 
Volumen der Géarungsfliissigkeit waihrend eines gleichen Zeitraums ent- 
| - . ~ 

une farbt wird. 

eob- 


Am ersten und zweiten Garungstage verlangte das Methylenblau zu 
itrat seiner vollen Entfarbung 2 Stunden, am dritten Tage 1 Stunde. Die er- 
haltenen Zahlen wiesen auf ein Steigen der Reduktionsfahigkeit im Laufe 
der Fermentation hin; die niedrigste Reduktionsfahigkeit in der zweiten 
Kultur entspricht auch der geringeren Garfaihigkeit dieser Kultur. Mit 
der Zeit wachst auch die Reduktion in allen drei Kulturen. 








und 
ulin- Die Entfarbung des Methylenblaus wurde nur bei neutralen Nahrbéden 
meh! beobachtet, bei einem Uberschu8 von Kreide; wurde er aber vor dem Zusatz 
diese des Methylenblaus bis 100° erwarmt, so trat keine Entfirbung ein. 
Bac. 
0° in " 
Sli Versuche mit Nitraten. 
bung Fiir diese Versuche wurden Néhrbéden aus Glucose (2,1°%) und 
r der Bohnen bereitet, ebenso wie bei den Versuchen mit Methylenblau. In 
oder die Probekolben wurde auBerdem auch etwas chemisch-reines (keine 
dene salpetrige Saéure enthaltendes) salpetersaures Kalium eingetragen: in 
chtet den einen Kolben 1g, in den zweiten 2g. Die tibrigen zum Versuch 
n an gehérenden Stoffe enthielten nach einer vorliufigen Analyse keine 
1 der salpetrige Sdéure. Die Garung wurde auf neutralen Nahrbéden (CaCO,) 
rsten durchgefiibrt. 
2g. Nach Abschlu8 des Versuchs strémte aus den Probekolben ein starker 
tblau charakteristischer Geruch nach salpetriger Saéure, auch zeigten sie ein 
fang bedeutendes Gardefizit, wahrend in den Kontrollkolben die Glucose bei- 

nahe vollkommen vergoren war; nach 4 Tagen wurde die Vergirung als 
u in beendet betrachtet. Die Bestimmung der salpetrigen Séure im Garmaterial 
rials. wurde nach der Methode von Griess ausgefiihrt; nach vorausgegangener 
adien Behandlung mit Essigséure zur Entfernung von Proteinen und nach- 
renen folgender Klarung mit Kohle (Kohle und Essigséure enthielten keine 
pfen- salpetrige Saure). Gleichzeitig wurde auch die Konzentration der Glucose 
mn 47 nach Bertrand bestimmt. ‘Tabelle Il enthalt die Resultate dieser 
mit ; Messungen. 

Tabelle II. 
leich- 
Menge von KNO; || Anfingl. Glucose Rest Glucose Menge der entstand. 
i] salpetrigen Sture 
g i %lo Io & 
1 | 2.1 1,8 | 0,004 

1cose : 2,1 1,8 | 0,008 
lo Kontrolle 2,1 0,22 abs. 
15 Kontrolle | 2,1 0,60 | abs. 
25 
20 Beide Versuchskolben enthielten salpetrige Saéure, in den Kontroll- 

kolben wurden sie nicht gefunden. Das erhaltene bedeutende Gardefizit 
‘hem. (1.8%) in den mit salpetersaurem Kalium angesetzten Kolben erklart sich 


durch den Umstand, daB die salpetrige Saéure, entstanden durch Nitrat- 
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reduktion, eine so stark vergiftende Wirkung auf die Mikroorganismen 
ausiibt, das letztere sogar bei einer geringen Konzentration zugrunde gehen. 


Versuche mit Schwefel. 


Orientierende Versuche mit Nahrbéden aus Bierwiirze oder Bohnen- 
meh] unter Zugabe von gepulvertem Schwefel wiesen bei einer Garuny 
mit Reinkulturen von Bac. Delbriicki auf das Entstehen von Schwefel- 
wasserstoff hin; sein Geruch drang sogar durch die Wattepropfen. De: 
Schwefelwasserstoff bildet sich in den Nahrbéden unabhangig davon, ob 
sie Kreide enthielten oder nicht. 


Um den ganzen Schwefelwasserstoff aufzufangen und seine Gesamt- 
menge zu bestimmen, fiihrten wir waihrend des Prozesses einen Luftstrom 
durch das Garmaterial und leiteten den auf diese Weise verdrangten 
Schwefelwasserstoff durch eine hohe Schicht mit Salzséure angeséuerten 
Bromwassers. Der Schwefelwasserstoff oxydierte sich dabei zu Schwefel- 
saure, welche als Ba SO, nach Einengen der Bromlésung wie tiblich bestimmt 
wurde. Die Herstellung eines grobkérnigen Niederschlags von BaSO, 
verlangte ein dauerndes Erhitzen (10 bis 12 Stunden) auf einem Wasserbad. 
Beigelegte Zeichnung erklart am besten die Struktur der zu diesem Zwecke 
benutzten Apparate. 








B 


y 


Abb. 1. 


Vor Eintritt in das Garmaterial (Flasche Ff) wurde die Luft durch 
eine Wulfsche Flasche mit Kupfersulfatlésung v, und einé Wasserflasche v, 
geleitet. 


Die Garflasche stand im Thermostaten 7’ und war mit zwei zu beiden 
Seiten des Thermostaten aufgestellten Flaschen verbunden. Wenn kein 
Luftstrom durchgelassen wurde, konnte sie durch Quetschhahne abgesperrt 
werden. Das aus der Drechselschen Flasche D mit dem Luftstrom heraus- 
gedrangte Brom wurde in Hyposulfitlésung (Flasche 1) aufgefangen. 
Der Luftstrom wurde mit Hilfe emer mit dem Apparat bei vy verbundenen 
Wasserstrahlpumpe geschaffen. Durchblasen von Luft wurde am zweiten 
und dritten Garungstage vorgenommen und dauerte jedesmal 2 Stunden. 
Der Nahrboden in der ersten Versuchsserie hatte 400 cem Umfeng, de: 
zweiten 800 ccm; das Gewicht des Schwefels war im ersten Falle 2 g, im 
zweiten 4g. 


Tabelle III gibt eine Ubersicht der bei den Bestimmungen erhaltenen 
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Tabelle III. 
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Nu&hrbiden von 400 cm Umfang 


N&hrbéden von 800 cm Umfang 





we. BaSO, 
£ 

1 0,0118 

2 0,0260 

3 0,0110 

4 0,0180 


BaS0O, 
& 


0,0308 
0,0383 
0,0192 
0,0295 


HS 
- 


0,0945 
0,0056 
0,0028 
0,0046 


Die Menge des in den Nahrbéden gefundenen Schwefelwasserstoffs 


schwankte zwischen 0,0016 bis 0,0056 g. 


Die hier angefiihrtean Versuche bestatigen die Annahme, da 
sich bei milchsaurer Garung aktiver Wasserstoff bildet, welcher die 
Reduktion nicht nur absichtlich eingefiihrter Stoffe (z. B. Schwefel., 
Nitrate, Methylenblau und andere) bewirkt, sondern méglicherweise 
auch der im GéarungsprozeB entstehenden Zwischenprodukte. 
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Diacetyl |‘ als Aromabestandteil von Lebens- und Genubmitteln. 
Von 
Hans Schmalfuss und Helene Barthmeyer. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 14. Oktober 1929.) 


Friiher zeigten wir?, daB Diacetyl auftritt, wenn man Form- 
aldehyd in wasseriger Lésung bei hoher Temperatur (etwa 120°) zu 
Zucker polymerisiert. Hierbei fanden wir, da Diacetyl einer der 
charakteristischen Trager des Karamelgeruchs ist. Diese Beobachtung 
fiihrte uns dazu, ganz allgemein aus Kohlenhydraten und geeigneten 
Sauren, wie Weinsiure und Dioxymaleinsiure*, durch Erhitzen Di- 
acetyl zu gewinnen. Ausgehend von der Vermutung, daB gewisse 
Fermente ahnliche Wirkungen wie die Hitze vollbringen kénnten, 
fanden wir dann Diacetyl in Milchkulturen gewisser Milchsiure- 
bakterien durch den Geruch auf. Zugleich wiesen wir nach?, daB das 
isolierte Diacetyl Stoffwechselprodukt der untersuchten Bakterien ist, 
nicht etwa ,,Autoxydationsprodukt des gebildeten Methyl-acety!- 
carbinols4. ' 

1 Den Beweis, daB kein Homologes vorliegt, sondern Diacetyl selbst, 
erbrachten wir an den wichtigsten Beispielen. 

2 Ber. 60, 1035 bis 1036, 1927; diese Zeitschr. 185, 70 bis 85, 1927. 

3 Auch Ketipinsaéure liefert erhitzt Diacetyl, R. Fittig, C. Daimler und 
H. Keller, Ber. 20, 3188, 1887; A. 249, 183, 1888; H. Franzen und F.. Schmitt, 
Ber. 58, 222, 1925. 

4 Uber das Auftreten von Diacetyl unter den Stoffwechselprodukten 
(von Milchséurebakterien in Milchkulturen) habe ich zuerst am 28. April 1928 
auf der Tagung der nordwestdeutschen Chemiedozenten in Bonn Mitteilung 
gemacht. Ein kurzes Autoreferat meines Vortrags folgte in der am 28. Juli 
1928 ausgegebenen Nummer der Zeitschr. f. angew. Chem. Die ausfiihrliche 
Mitteilung erschien in der Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 282 bis 286 
(eingegangen am 25. April 1928, ausgegeben am 21. Juni 1928). Die genaue 
Angabe dieser Daten halte ich fiir geboten, da jiingst eine Arbeit iiber das 
Butteraroma von C.van Niel, A. Kluyver und H. Derz erschienen ist, 
diese Zeitschr. 210, 234, 1929 (eingegangen am 11. Mai 1929, ausgegeben 
am 12. Juli 1929). Die holléndischen Autoren machen Prioritaétsanspriiche 
geltend. Ich bin auBerstande, nachtraglich, mehr als ein Jahr nach dem 
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Dabei bemerkten wir, da8 der Duft der Kulturen, der lebhaft an 
Butter erinnerte, in seiner Starke dem Gehalt an Diacetyl parallel 
ging. Wir stellten damals, unabhangig von den hollandischen Autoren, 
die in der Anmerkung 4 dieser Arbeit genannt sind, fest, daB einerseits 
Margarine durch Zusatz von Diacetyl Butterduft annimmt, andererseits 
Diacetyl in Naturbutter vorkommt. Wir brauchen hierauf nun nicht 
mehr einzugehen. Nur um die hollandische Arbeit zu ergianzen, er- 
waihnen wir noch, daB wir auch unter Ausschluf von Sauerstoff Diacety! 
aus Butter erhalten haben. Aus demselben Grunde bringen wir auch 
Versuche, in denen der Wechsel der Menge an Diacetyl in Naturbutter 
nach Jahreszeiten verfolgt wurde. 


Es war fiir uns bemerkenswert, da’ Diacetyl zugleich charak- 
teristischer Trager des Karamelgeruchs und des Butterduftes ist. Wir 
suchten daher weiter, ob das Diacety] (als stabiles Endprodukt pyrogener 


Erscheinen meiner ausfiithrlichen Publikation, den genannten Autoren eine 
Prioritat einzuréumen, zumal ihnen in meinem Vortrag Gelegenheit gegeben 
war, ihre Anspriiche geltend zu machen. 

Wesentlich ist und bleibt meine Erkenntnis, da} Diacetyl als Geruchs- 
trager bei Stoffwechselreaktionen auftritt. Ich habe bisher, wenn auch 
mit innerem Widerstreben, dariiber geschwiegen, daB das Diacetyl Trager 
des natiirlichen Butteraromas ist, weil ich mich in einer Zwangslage befand. 
Denn das milchbakteriologische Laboratorium Dr. A. Schaeffer, Hamburg, 
hatte mir freundlicherweise seine Spezialkulturen, die das Butteraroma 
relativ konzentriert enthielten, fiir meine chemischen Stoffwechselstudien 
zur Verfiigung gestellt. Das erwahnte Laboratorium verwendete das 
Aroma seiner Kulturen schon seit mehr als drei Jahren in gréBtem MaBstabe, 
um haltbares Butteraroma zu erzeugen, und verlangte daher von mir ver- 
standlicherweise die Wahrung seines Geschaftsgeheimnisses. 

Sachlich habe ich zu der Arbeit der hollandischen Autoren folgendes 
zu bemerken: Fiir den quantitativen Vergleich verschiedener Mengen 
Diacetyl reicht der Wasserdampfstrom beim Destillieren aus, den Luft- 
sauerstoff zu entfernen. Wenn aber geringste Mengen Diacetyl neben 
erheblichen Mengen Methyl-acetyl-carbinol qualitativ nachgewiesen werden 
sollen, so mu8B gefordert werden, da& der Sauerstoff vor der Destillation 
quantitativ durch ein indifferentes Gas, z.B. Kohlendioxyd, entfernt 
wird, wie ich es getan habe. Denn Methyl-acetyl-carbinol geht bekanntlich 
(H. v. Pechmann und F. Dahl, Ber. 28, 2422 ,1890; O. Diels und E. Stephan, 
Ber. 40, 4338, 1907) waihrend der Destillation bei Gegenwart von Sauerstoff 
teilweise in Diacety] iiber, was auch den genannten hollandischen Autoren 
bekannt ist. Trotzdem haben die hollandischen Autoren den Sauerstoff 
nicht ferngehalten, das Vorkommen von genuinem Diacetyl also nicht be- 
wiesen. Weiter hielten es die hollandischen Autoren im Gegensatz zu uns 
nicht fiir nétig, eine Elementaranalyse oder auch nur einen Schinelzpunkt 
und Mischschinelzpunkt eines Derivats zu nehmen, obwohl doch viele 
andere 1,2-Diketone, wie man wei ebenfalls rétlich gefarbte Nickel- 
salznadeln ergeben (L. T'schugaeff, Zeitschr. f. anorg. Chem. 46, 144ff., 
1905), vor allem das Athylglyoxaldioxim, das dem Diacetyldioxi:n isomer 
ist und ein ebenso rot gefarbtes Nickelsalz ergibt. Schmalfuss. _ 
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und biologischer Reaktionen) auch am Aroma anderer Lebens- und 
GenuBmittel beteiligt sei, und rochen es im Tabakrauch, im Aroma 
von gebranntem Kaffee und dunklem Bier. Auch in Kakao und Honig! 
fanden wir Diacetyl. Wenn auch die Geriiche der genannten Lebens- 
und GenuBmittel recht verschieden scheinen, so gelingt es doch der 
geiibten Nase, die gleiche Komponente ,,Diacetyl® herauszuriechen. 
Unsere Versuche bestitigten das Vorkommen von a-Dioxo-alkan, 
das an den Beispielen des Tabakrauches und Kaffees als Diacetyl selbst 
einwandfrei identifiziert wurde. Zum Vergleich untersuchten wir dann 
noch andere Lebens- und GenuSmittel, in denen man Diacetyl hatte 
vermuten kénnen; doch fanden wir in den bisher untersuchten Proben 
von chinesischem Tee, Schwarzbrot und Karamelbonbons kein Diacety]. 
Wir fragten uns, woraus bei den diacetylhaltigen Lebens- und Genu3- 
mitteln das Diacetyl entstand. Es konnte bei den Nahrungs- und GenuB- 
mitteln das Diacetyl, ahnlich wie bei den Milchsdurekulturen (hier 
unter Mitwirkung der Bakterien), aus Methyl-acetyl-carbinol durch 
Oxydation entstehen. Deshalb fiigten wir, so oft wir unter Sauerstoff.- 
ausschluB das Diacetyl quantitativ abdestilliert hatten, wisserige 
Eisen (IIT)-chloridlésung als Oxydationsmittel hinzu. Jedesmal er- 
hielten wir dann wiederum Diacetyl. Demnach diirfte bei dem Kara- 
melisieren im weitesten Sinne oder beim Stoffwechsel der in Frage 
kommenden Organismen zunichst Methyl-acetyl-carbinol (oder ein 
Homologes) entstehen, das dann durch den Luftsauerstoff, eventuell 
unter Mitwirkung von Fermenten oder Katalysatoren, das Diacety] 
(oder andere a-Dioxo-alkane) entstehen 1aBt. 

Vom biochemischen Standpunkt aus ist es interessant, daB der 
Mensch unbewuBt in den genannten Belebungsmitteln als wesentlichen 
duftenden Stoff das fliichtige Diacetyl méglichst kurz vor dem GenuS 
erzeugt, oder, wenn es langere Zeit vor dem Genu8 erzeugt wurde, 
durch besondere MaBnahmen zu erhalten sucht. Es liegt nahe, an- 
zunehmen, da8 dem Diacetyl in sehr geringen Konzentrationen eine 
besonders wichtige physiologische Wirkung eigen ist. Wir behalten 
uns vor, dies eingehend zu priifen. 


Beschreibung der Versuche. 
Beweis des urspriinglichen Vorkommens von Diacetyl in Butter. 
Nachdem wir aus Kulturen von Milchséurebakterien, wie sie bei de: 


Herstellung von Naturbutter aromabildend tatig sind, Diacety] isoliert 
hatten, war es eigentlich selbstverstandlich, da8 in Butter ebenfalls Diacety] 


1 Es ist bemerkenswert, da8 sowohl in deutschem Heidehonig als 
auch in dunklem Peruhonig Diacetyl vorhanden ist, obwohl die Futter- 
pflanzen verschieden sind. Der Peruhonig wurde uns dankenswerterweise 
von der Firma Schlubach, Thiemer und Co., Hamburg, zur Verfiigung 
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irspringlich vorhanden ist, soweit es nicht durch Auswaschen oder ander- 
weitig quantitativ entfernt wurde. 

Versuch: 1kg Butter wurde mit 600 ccm gesittigter Natriumchlorid- 
|\6sung in ausgedémpfter, gepriifter Apparatur im kraftigen Kohlendioxyd- 
strom (aus dem Kipp-Preglschen Apparat) im Olbad von 150°, allmahlich zum 
Sieden erhitzt. Dann wurde unter Anwendung einer Spritzfalle 1 ccm 
abdestilliert. In dem Destillat gelingt die Uberfiihrung des Diacetyls in 
das Nickeldioximin! leicht. 


Schaitzungsweiser Vergleich von Butterproben zu verschiedenen 





Jahreszeiten. 
Datum Art der Ftitterung Aromastirke |® “Si ad 
15. V.28 Weidegang +t 0,0006 
. se Stallfiitterung (Heu) a 0002 
26. I.29 Stallfiitterung (Kraftfutter) + 0,0903 
11. VIL.29 | Weidegang mit vorjahr. Heu (+) 0,0001 


In Margarine, der das liebliche Butteraroma fehlte, konnten wir niemals 
Diacetyl feststellen; wohl aber, nachdem wir die Margarine. mit Diacety] 
aromatisierten. 

Wir untersuchten die tibrigen Nahrungs- und GenuSmittel in dem 
Zustande, wie sie tiblicherweise zum Genu8 gelangen. 


Tabak (mitbearbeitet von H. Schaake). 


Auf Grund friiherer Versuche iiber pyrogene Zersetzung von Cellulose 
durften wir Diacetyl im Tabakrauch erwarten, doch nur unter gewissen 
giinstigen Bedingungen. Denn von den mannigfaltigen Stoffen, die den 
Tabakrauch vor dem Rauch von Cellulose auszeichnen, konnten sich manche 
mit dem reaktionsfahigen Diacetyl umsetzen. 

Bei groBer Verbrennungsgeschwindigkeit herrschen die basischen 
Stoffe vor. Benutzt man als Vorlage, um den.Rauch aufzufangen, Wasser, 
so reagiert dieses dann gegen Lackmus deutlich basisch. In solchen Vor- 
lagen gelingt es versténdlicherweise fast nie, das basenempfindliche-Di- 
acetyl als rotes Nickeldioximin nachzuweisen. Je geringer die Verbrennungs- 
geschwindigkeit und die Menge des Tabaks sind, um so mehr tiberwiegen 
fliichtige saure Produkte, und um so mehr Diacety] 146t sich relativ aus 
dem Rauch gewinnen. 

Isolierung und Analyse des Diacetyls. 1 kg Tabak* wurde in Portionen 
von etwa 3g in ténernen® Pfeifen mittels der Gasflamme* entziindet, an 


1 Mit Hilfe dieser Probe (s. die zweite Anmerkung dieser Arbeit!) 
1aBt sich noch in weniger als 1 ccm einer 0,002 % igen Diacetyllésung das 
Diacetyl leicht nachweisen. Wir bestatigen auch die Angabe der hollandi- 
schen Autoren, daB nach Zugabe von Eisen (II1)-chlorid aus Methyl-acetyl- 
carbinol wesentlich gréBere Mengen Diacety] entstehen. 

2 ,,Pastorentabak‘“‘, Grobschnitt und Kuiillschnitt Kénigs, Viotho a.d.W. 
Auch Zigarren verschiedener Herkunft verhielten sich ebenso. 

3 Da Diacetyl, wie wir Ber. 60, 1035 bis 1036, 1927 nachwiesen, aus 
Holz (aber nicht aus Leuchtgas) beim Verbrennen entsteht, vermieden wir 
die tiblichen hélzernen Pfeifen und auch das Entziinden des Tabaks mittels 
eines Holzspans. 
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eine schwach saugende Wasserstrahlpumpe angeschlossen und diese s 
reguliert, da®B die Blasen, die in den Waschflaschen aus den Réhren von 
0,5em lichter Weite austraten, noch gerade zu zihlen waren. Die Wasch- 
flaschen wurden mit 10%iger wasseriger Schwefelsiiure beschickt. Das 
Diacetyl aus 16 Litern Absorptionsfliissigkeit wurde in tiblicher Weise in 
das Nickeldioximin umgewandelt. Hierbei fiel es zunichst unrein in 
Form einer dicken, schwarzbraunen Schmiere aus. Die Schmiere wurde 
nach dem Dekantieren mit wenig 96°%igem Alkohol geschiittelt, wodurch 
die gewiinschten prachtvoll roten Nadeln entstanden. 

Ausbeute: 0,26 g. : 

Das Nickelsalz wurde nach L. T'schugaeff! mit 10°%iger Schwefelsiure 
in das Diacetyldioxim tibergefiihrt und gereinigt. Der Schmelzpunkt lag 
bei 234° und der Mischschmelzpunkt mit reinem kéuflichem Diacety}- 
dioxim vom Schmelzpunkt 235° bei 235°. 

0,003611 g Substanz: 0,752 ccm N (18,5°, 760 mm). 
C,H,O,N,: Ber.: N 24,13; gef.: 23,74. 

Der Schmelzpunkt des isomeren Athylglyoxaldioxims liegt bei 128°. 
Der Mischschmelzpunkt mit Diacetyldioxim lag bei 125°. 

Das Athylglyoxaldioxim war bisher unbekannt. 

0,006558 g Substanz: 1,433 cem N (24°, 751 mm). 
C,H,O,N,: Ber.: N 24,13; gef.: 24,06. 


Kaffee, Kakao, Bier und Honig. 

Kaffee*, Kakao*, Bier* und Honig® wurden in entsprechender Weise, 
wie bei der Butter angegeben, behandelt. In allen Destillaten konnten 
wir a-Dioxoalkan als scharlachrotes Nickeldioximin gewinnen. Nach dem 
quantitativen Abdestillieren des a-Dioxoalkans setzten wir 50 ccm 40 %iger 
wisseriger Eisen (II1)-chloridlésung hinzu. Nun konnten wir im Destillat 
weitere reichliche Mengen a-Dioxoalkan nachweisen. 


Schaitzungsweiser Vergleich des Gehalts an Diacetyl (bzw. a-Dioxo- 


alkan) in den verschiedenen Nahrungs- und GenufSmitteln pro Kilogramm, 
gewogen als Nickeldioximin: 
Tabak (als Rauch untersucht) . . 0,2640 g Nickeldioximin 
Kaffee (mit Natriumchloridlésungdestilliert) 0,0184 g ” 
Kakao (mit Natriumchloridlésungdestilliert) 0,0012 g 
Bier (mit Natriumchlorid destilliert) . . . 0,0003 g oi 
Honig (mit Wasser destilliert). . . . . < 0,000lg 


1 Zeitschr. f. anorg. Chem. 46, 146, 1905. 


2 60 g ,,Costarika“‘, Darboven, Hamburg, frisch geréstet und gemahlen, 
mit 300 ccm gesattigter Natriumchloridlésung. Das a-Dioxyalkan, Diacety]., 
wurde als Dioxim durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt, 235°. 


identifiziert. 
3 250g ,,la holl. Kakao“, Zwanck, Hamburg, mit 620 ccm gesiattigte: 
Natriumchloridlésung. 


4 2 Liter dunkles ,,Kulmbacher, Reichel-Brau, Exportbier“‘, Gesell- 


schaft fiir Biervertrieb, Hamburg, geséttigt mit Natriumchlorid. 


5 3kg deutscher Heide-Tropf-Honig, Nissen, Hamburg, mit 800 ccm 


Wasser. 
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Gegenversuch mit Glykose. Wir haben friiher gezeigt, daB aus Kohlen- 
hydraten in wasseriger Lésung unter bestimmten Bedingungen Diacety] 
entstehen kann. Unter den hier gewahiten Bedingungen ist das jedoch 
nicht der Fall: 250g Glykose ergaben mit 320 ccm gesattigter Kochsalz- 
lésung, in gleicher Weise behandelt, kein Diacetyl, auch nicht nach Zusatz 
von Eisen (II1)-chloridlésung. 

Aus Tee!, Karamelbonbons? und Schwarzbrot® konnten wir bisher 
kein Diacetyl gewinnen. 


Die Untersuchungen iiber Vorkommen, Entstehen und physiolo- 
gische Bedeutung von Diacetyl werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


. In Tabakrauch, gebranntem Kaffee und Butter wiesen wir 
swan Diacetyl als Aromabestandteil nach. 
. Auch in dunklem Bier und Honig ist ein a- Dioxoalkan, wohl 
cbentialie Diacetyl, als Aromabestandteil vorhanden. 
3. Das Diacetyi entstammt dem Methyl-acetyl-carbinol. 


1 60g ,,Chinesischer Souchong tarry‘‘ mit Pekkobliiten und Rauch- 
geschmack, vorjahrige Emte, Zwanck, Hamburg, mit 500 ccm geséttigter 
Natriumchloridlésung. 

2 200 g ,,Hamburger Hustenstiller“‘ mit 300 ccm gesattigter Natrium- 
chloridlésung, ferner 110 g ,,8. Rademachers Hopjes‘“, Holland, mit 200 cem 
gesittigter Natriumchloridlésung. 

3 1 kg ,,Schwarzbrot Ortel‘‘“, Hamburg, mit 4700 cem gesittigter 
Natriumchloridlésung. 

















Uber den Einflu6 der Bestrahlung 
auf die Fraktionen des Jods und Broms im Tierkérper, 
besonders nach Zufuhr von Jodsalzen. 


Von 


Ludwig Pineussen und Wadim Roman’. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1929.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Seit langer Zeit ist es bekannt, daB Jodwasserstoff unter Be- 
lichtung Jod abspaltet. Von dieser Tatsache ausgehend, versuchte 
der eine von uns zunachst die Wirkung der Bestrahlung auf mit Jodsalz 
versetzte Lésungen von Fermenten festzustellen; weitere Unter. 
suchungen beschaftigten sich dann mit dem EinfluB des Zusatzes von 
Jodsalzen zu Lésungen, in denen sich Daphnien und Froschlarven 
befanden; es ergab sich’ bei der Bestrahlung im Gegensatz zu den un- 
bestrahlten Kontrollen eine deutliche Wirkung, die bei geniigende: 
Dosierung in kurzer Zeit zum Tode der Tiere fiihrte (1). Der Mechanis- 
mus scheint hier so zu verlaufen, daB das Jodsalz zuniichst von den 
Tieren aufgenommen wird und dann erst im Organismus der schadigende 
Abbau auftritt. 

Weitere Untersuchungen in ahnlicher Richtung wurden an Kanin- 
chen (2) angestellt, welchen Jodkalium durch die Schlundsonde bei- 
gebracht wurde und die nachher der Strahlung der Hochgebirgssonne 
in Davos ausgesetzt waren. Es wurde eine auferordentlich starke 
Wirkung auf die Ausscheidung des Stickstoffs und seiner Komponenten 
erzielt: wahrend aber Aminoséuren und Harnstoff im verhiltnismabig 
geringeren Ausma8 als der Gesamtstickstoff zunahmen, war die Aus- 
scheidung des Ammoniaks weit iiber die dem Gesamtstickstoff ent- 
sprechende Menge erhéht, was auf eine Stérung der Harnstoffsynthese 
in der Leber deutete. 

Als Grund dieser Stoffwechselanderung wurde damals die Bildung 
von atomarem Jod aus dem Jodion angenommen, also der gleiche 
ProzeB, der sich auch im Reagenzglas abspielt. Inzwischen sind abe: 


1 Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 
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beziiglich der Pathologie der Schilddriise eine Reihe neuer Befunde 
erhoben worden, so daB es nétig erscheint, den Mechanismus, welcher 
das Verhalten des Jods bei der Bestrahlung bestimmt, niher zu priifen. 
Die Abgabe des Jods aus der Schilddriise steht zweifellos im Mittelpunkt 
der Jodwirkung auf den Stoffwechsel. Es muSte nun zuerst nach- 
gesehen werden, ob und in welcher Weise das in der Schilddriise vor- 
handene, in einem Komplex gebundene Jod, das sich als solcher vielleicht 
noch an anderer Stelle findet, z.B. im Blute, durch die Bestrahlung 
beeinfluBt wird, ferner, ob die Zufuhr von Jodionen eine Verinderung 
der Menge der komplexen Jodverbindungen bewirkt und wie sich diese 
Verhaltnisse unter Bestrahlung andern. 

Wenn man eine Ubersicht iiber solche Dinge gewinnen will, ist es 
zweckmaBig, sich nicht an einzelne Organe zu halten, sondern zunichst 
einmal diese Fragen im Gesamtorganismus zu priifen. Wir wihlten 
fiir diese Zwecke die Maus, bei der wir mit der von uns (3) ausgearbeiteten 
Methode der Jodbestimmung gute Resultate erhoffen durften. Wir 
bestimmten das Jod in zwei Fraktionen, und zwar einerseits das nicht 
dialysable Jod, also das Jod in Komplexverbindungen wie Thyroxin, 
andererseits das dialysable Jod, das im wesentlichen wohl als ionisiertes 
Jod aufgefaBt werden kann. Wir priiften diese Fraktionen bei gleich- 
maBig ernahrten Tieren in einer Serie ohne jede Behandlung, in einer 
zweiten ohne Jodzugaben nach Bestrahlung, in einer dritten und 
vierten Serie nach Jodsalzzufuhr ohne und mit Bestrahlung. 

Wie die nachfolgenden Versuche ergeben, waren die durch die 
Bestrahlung gesetZten Verschiebungen trotz einzemer individueller 
Abweichungen recht betrachtlich und charakteristisch: durch die 
Bestrahlung erfolgt eine Verschiebung der Jodfraktionen zugunsten 
des anorganischen Jods. Man miiBte also sagen, daS unter Strahlen- 
einflu8 organisches Jod in dialysierbares verwandelt wird, daB also 
die Schilddriise zu einer gréBeren Ausschiittung von dialysablem 
Jod veranlaBt wird bzw. die Neubildung von jodhaltigen Komplex- 
verbindungen vermindert ist. Das ist besonders nach Injektionen 
von Jodkalium deutlich. Es diirfte die Strahlenwirkung iiber die 
Schilddriise gehen, und auch die friiher erhobenen Befunde wiren in 
dieser Weise zu deuten. 

AnschlieBend an die Jodbestimmungen wurden die entsprechenden 
Fraktionen auch auf Brom und Chlor analysiert; wihrend sich beim 
Brom das entgegengesetzte Verhalten wie beim Jod ergab, wenn auch 
nicht in so charakteristischer Weise, waren beim Chlor, wie ja zu er- 
warten, charakteristische Abwandlungen nicht festzustellen. 


Arbeitsweise. 
Fiir unsere Untersuchungen wurden weife Zuchtmause benutzt, die im 
gemeinsamen Kafig mit Milch, Wasser, WeiBbrot und Hafer ernahrt wurden. 
Biochemische Zeitschrift Band 216. 99 
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Die Tiere wurden mit 1 cem einer 1 °,igen Natriumjodidlésung subkutan 
auf der Bauchseite gespritzt. 

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Kadmiumamalgam-Quarzlamy. 
bei 4 Amp. und 140 Volt Klemmenspannung in der Weise, daB ein Drahi 
kafig in Gestalt eines Wiirfels von 13cm Kantenlange unmittelbar unte: 
die Lampe gestellt wurde, so daB der Boden des Kafigs 20cm vor 
Lampenrohr entfernt war. Die Lichtstéarke der Lampe betrug bei diese: 
Belastung 800 Hefnerkerzen. Die Temperatur in dem Kafig betrug 2s 
bis 31°. 

Die Tiere wurden durch einen Schlag auf den Kopf getétet, dann 
wurde sofort die Haut abgezogen, der Schwanz und die Pfoten entfernt 
und der Magen und Darm herausgenommen. Das ganze iibrige Tier wurd: 
mit der Schere in méglichst kleine Stiicke geschnitten, frisch gewogen und 
dann in einem Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 5 bis 6 Tage 
unter mehrmaligem Umwenden mit einem Glasstab bei Zimmertemperatu: 
getrocknet. Das trockene Tier wurde wiederum gewogen, in einer Porzellan- 
reibschale moéglichst fem zerrieben und nach quantitativem Zuriicktiillen 
in das Wageglaischen abermals gewogen. Die zweite und dritte Wagung 
durfte um héchstens 1 mg differieren. Samtliche Berechnungen wurden 
auf das Trockengewicht bezogen. Der Feuchtigkeitsgehalt der Tiere 
schwankt zwischen 61 und 81°, des Frischgewichts und betragt im Mitte! 
67,3°% des Frischgewichts. Von dem Mausepulver wurde je ein aliquote: 
Teil zur Bestimmung des gesamten Jods und des organischen Jods angesetzt 
Die Bestimmung des Jods erfolgte nach der von uns friiher ausgearbeiteten 
Methode l.c. (3). 


Das organische Jod wurde auf dieselbe Weise bestimmt wie das Gesamt- 
jod, nachdem das anorganische ionisierte Jod durch Elektrodialyse entfernt 
war. Das anorganische Jod wurde als Differenz des Gesamt- und organischen 
Jods errechnet. 


Beschreibung des Elektrodialysierapparats. 


Bei Beginn unserer Arbeit standen uns ftir die Elektrodialyse nur die 
Apparate von Freundlich (4) und Pauli (5) zur Verfiigung, die aber beide 
fiir unsere Zwecke nicht geeignet waren. Das Zusammensetzen der Apparate 
fiir jede einzelne Elektrodialyse ist ziemlich zeitraubend und umstandlich, 
andererseits muB der Apparat auseinandergenommen werden, um den 
mittleren Teil, der die Analysensubstanz enthalt, quantitativ entleeren zu 
kénnen. Ein weiterer Nachteil der bestehenden Apparate ist die ziemlich 
schwierige Regulierung des Wasserzu- und -abflusses, wenn ein UberflieBen 
des mittleren Teiles unbedingt verhindert werden muB, wie es ja bei de: 
quantitativen Elektrodialyse der Fall ist, zumal, wenn die Dialyse lange 
als einen Tag lauft. AuBerdem bieten diese Apparate auch nicht die Méglich- 
keit, stehend, d.h. ohne fortlaufenden WasserdurchfluB, zu_ elektro- 
dialysieren }. 

1 Als unser Apparat bereits fertig war, erschien eine Arbeit von 
G. Ettisch und W. Ewig (6). Der in dieser Arbeit beschriebene Apparat 
scheint gleichfalls allen von uns gestellten Anforderungen gerecht zu werden. 
Er konnte jedoch von uns wegen der hohen Anschaffungskosten nicht 
gepriift werden, zumal unser Apparat bereits fertig war und wir dahe: 
kein besonderes Interesse an der Priifung eines anderen Apparats meh 
hatten. 
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Aus diesen Griinden konstruierten wir einen neuen Apparat, der 
iiberdies noch den Vorzug der Billigkeit hat und vom Experimentator 
selbst angefertigt werden kann. Wir setzten in unserem Apparat die drei 
Zellen nicht — wie alle unsere Vorganger — neben- sondern ineinander. 

Als auBere Zelle (s. Abb. 1) dient ein oben offenes zylindrisches Glas- 
gefaB in der Art eines niedrigen Filterstutzens. Auf den Boden des GefiBes 
wird als Elektrode ein Blech gelegt, an welches mit einer Klammer der 
Zufiihrungsdraht angeschlossen wird, der durch ein dariiber gezogenes, mit 
Paraffin abgedichtetes Glasrohr gegen die Fliissigkeit geschiitzt ist. Wir 
benutzten statt des Bleches eine Platinschale, die als Anode diente. 

Die zweite Zelle bildet ein zylindrisches Sackchen aus seidener Miiller- 
gaze (feines Seidengewebe von bekannter Maschengré8e'). 

Dieses Seidensaéckchen (Abb. 2) wird an seinem oberen offenen Ende 
durch einen Porzellanring gezogen und der obere Rand nach Einschneiden 
mit einer Schere mit Kollodium oben auf den Porzellanring aufgeklebt 
(Abb. 2a und b). Dann wird das Saéckchen innen und auBen mit Kollodium 
iiberzogen. Um wirklich dichte Sackchen zu erhalten, muB einwandfreies 
Ather-Alkoholkollodium verwandt werden. Es empfiehlt sich jedoch, das 


she fH, 0 














Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 


Sackchen vor jeder Elektrodialyse mit einer EiweiSlésung auf seine Dichtig- 
keit zu priifen. Dieses Saickchen dient zur Aufnahme der Analysensubstanz. 
Auf den Porzellanring wird ein Korken aufgesetzt, in welchem in einer 
weiten Bohrung ein weites Glasrohr steckt, das unten durch eine Kollodium- 
membran abgeschlossen ist. Dieses Rohr stellt die dritte Zelle (Abb. 3) 
dar. Es wird oben abgeschlossen durch einen Korkstopfen, der mit drei 
Bohrungen versehen ist. Durch eine Bohrung wird die zweite Elektrode 
gefiihrt, in unserem Falle ein Kohlestift, der als Kathode diente, auBerdem 
ein langes Glasrohr, das dicht bis iiber die Membran reicht, und den Wasser- 
zufluB darstellt, und als Wasserabflu8 ein zweites Rohr, das oben um- 
gebogen ist und so lang sein muB, daB das abflieBende Wasser nicht in die 
erste Zelle hineintropft. 

Nach Einfiillen der Analysensubstanz wird die Zelle 3 in die Zelle 2 
eingesetzt und sorgfaltig mit Kollodium abgedichtet, so daB bei dem er- 
héhten Wasserstand in der Zelle 3 keine Fliissigkeit aus der Zelle 2 aus- 
flieBen kann, ohne eine Membran passiert zu haben. 

Die vereinigten Zellen 2 und 3 werden in die Zelle 1 auf die Elektrode 
und der ganze Apparat nun in eine Zinkwanne gestellt, die einen Wasser- 
abfluB hat (Abb. 4). 


1 Wir benutzten Gaze Nr. 4 der Firma W. Landwehr, Berlin 8S 42, 
Luisenufer Nr. 50. 
22* 
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Als Wasserreservoir dient ein Ballon destillierten Wassers, aus welchem 
das Wasser mittels eines Hebers herausflieBt. Der Heber ist unten gegabelt. 
An jedem Gabelarm befindet sich ein Gummischlauch, der zur Regulierung 
des Zuflusses mit einem schraubbaren Quetschhahn versehen ist. Die 


von Ballon mit 
destiertem Wasser 





zur Wasser/tg. 


Abb. 4. 


Leitung des einen Gabelarms fiihrt mit einem langen Glasrohr zum Boden 
der Zelle 1, der Gummischlauch des zweiten Gabelarms zu dem langen 
Glasrohr der Zelle 3. Der Elektrodenabstand betrigt nach Zu 
sammenstellen des Apparats 4cem. Die Oberfliche der Kathode betrug 
etwa 20cm*, die der Anode etwa 120cm?. Den ganzem Apparat stellt 
Abb. 4 schematisch dar. 


Priijung des Elektrodialysierapparats. 

Der Apparat wurde nach den allgemeinen Priifungen auf seine Un- 
durchlassigkeit fiir hochmolekulare, jodhaltige Substanzen mit Tyroxin- 
lésung gepriift. 

Beispiel: 10 ccm einer Thyroxinlésung (eine Tablette Thyroxin der 
Firma La Roche in 100 ccm Wasser gelést) wurden 36 Stunden flieBend 
elektrodialysiert bei 6 Amp. 220 Volt Netzspannung. Die Analysenlésung 
wurde unter Zugabe von Silbernitrat und Salpetersaéure verascht und das 
Jod nach Volhard (5) titriert. Es wurden 64,4 y Jod wiedergefunden gegen 
65y Jod vorher. Es hatte also praktisch kein Thyroxin den Apparat wahrend 
der Elektrodialyse verlassen. 

Zur Piiifung der Durchlassigkeit des Apparats fiir Ionen und der 
Geschwindigkeit der Elektrodialyse wurden Kaliumjodid und Natrium- 
sulfatlésungen angewandt. 

Es wurden zunachst 0,9 mg Kaliumjodid, enthaltend 680 y J’-Ionen, 
24 Stunden elektrodialysiert. _Danach wurde der Inhalt nach Volhard 
titriert und ergab noch einen Gehalt von 36 y J’, also noch etwa 5% des 
urspriinglichen. Es wurden nun zur Kontrolle der Geschwindigkeit noch 
einmal 0,6mg Kaliumjodid, enthaltend 455 y J’-Ionen, stehend elektro- 
dialysiert, und zwar in der Weise, daB in die als AuBenzelle dienende Platin- 
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schale 50 cem destilliertes Wasser gegossen wurde. Nach 1] Stunde wurde 
der Strom abgestellt, das Wasser aus der 4uBeren Platinschale abgegossen, 
die Schale ausgespiilt und nach Wiedereinfiillen von 50 ccm destillierten 
Wassers wieder | Stunde elektrodialysiert. Das aus der Platinschale ab- 
yegossene Wasser wurde nephelometrisch auf J’-lonen in der Weise gepriift, 
daB 10cem des zu priifenden Wassers mit zwei Tropfen konzentrierte: 
Salpeterséure und zwei Tropfen n/10 Silbernitratlésung versetzt und im 
Kleinmannschen Nephelometer verglichen wurden mit 10 ccm einer 10-5 n 
Salzsdure, die in gleicher Weise und zu gleicher Zeit wie das zu priifende 
Wasser mit Salepterséure und Silbernitrat versetzt worden war. Diese 
nephelometrische Methode gestattet noch den einwandfreien Nachweis 
von 10 y J’, falls sich kein anderes Halogen in der Lésung befindet. Die 
nach jeder Stunde in der AuBenfliissigkeit gefundene Jodmenge, berechnet 
auf die gesamten 50ccem der _ Fliissigkeit, also die fiinffache Menge des 
nephelometrisch gefundenen J’, ist in Tabelle I verzeichnet. Drei nephelo- 
metrische Analysen ergaben infolge Verunreinigung keine deutlichen Werte 
und sind daher in der Tabelle durch Fragezeichen ersetzt. Es wurden in 
der AuBenfliissigkeit unter Vernachlissigung der drei fraglichen Werte, 
440 y J’ wiedergefunden, statt 455 y J’, die urspriinglich vorhanden waren. 
Wahrend der Arbeitsunterbrechung wurde der Strom jedesmal ausgeschaltet, 
daher sind die Werte in der ersten Stunde nach Wiedereinstellen des Stromes 
etwas erhéht. 





Tabelle I. 
Ausscheidung des J’-[ons aus einer K J-Lésung bei stehender Elektrodialyse. 
i 
Zeitangabe — Zeitangabe sera 
‘ / 
Nach der 1. Stunde 70 Nach der 19. Stunde 13 
.: eo oe 35 ak = 11 
; “ee awe 25 > i 11 
e ae 26 18 Stunden ohne Strom 
5. 7 21 Nach der 22. Stunde 14 
“4 a ee 15 = » a 8 
em, eae i4 ve. | Some i 
. oo ee ? se » ‘ 9 
fe ep See 11 fs - * 3 - 9 
Se A 16 eae ie | Ais 7 
19 Stunden ohne Strom 18 Stunden ohne Strom 
Nach der 11. Stunde 23 Nach der 28. Stunde 12 
“ , Fe 13 “ > i r 8 
* = i a 14 ms ~ - 8 
jn a a 13 a » #1. is kein J 
“t <> oa fs 13 2 ee ‘ rat 3 
18 Stunden ohne Strom a » 38. ‘is 4 
Nach der 16. Stunde ? 
a >. Se ? Im ganzen also 440 
a is? a = 8 





Die Dialyse geht in der ersten Zeit naturgemaéf schneller vor sich, 
solange noch mehr J’ vorhanden und die Leitfahigkeit der Lésung damit 
héher ist. Nach 33 Stunden wurde die Dialyse als beendet angesehen, in 
der dialysierten Fliissigkeit konnte kein J’ nachgewiesen werden. 33 Stunden 
geniigen also, um auch die kleinsten Mengen J’-Ionen mittels Elektro- 
dialyse in diesem Apparat aus einer K J-Lésung zu entfernen. 








sil chyna thease 
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Um das Verhalten auch bei Anwesenheit anderer Salze und Substanzen 
zu priifen und die Leitfahigkeit auch bei kleinen J’-Mengen zu erhdhen, 
wurden 650 y Kaliumjodid, enthaltend 494 y J’-Ionen, und 20,05 mg Natrium- 
sulfat, enthaltend 13,2mg SO‘-Ionen, gelést und in der beim vorigen 
Versuch beschriebenen Weise stehend elektrodialysiert. Die nephelo- 
metrische Priifung auf SO{-Ionen wurde gegen eine n/10 bzw. n/100 bzw. 
n/1000 Schwefelsiure vorgenommen unter Zusatz von zwei Tropfen 5 %ige: 
Bariumchloridlésung und zwei Tropfen verdiinnter Salzséure zu je 10 cem 
des zu priifenden Wassers und der Standardschwefelséure. Diese nephelo- 
metrische Methode wird fiir SO7-Mengen unter 35 y ungenau. Die in der 
AuBenfliissigkeit gefundene Menge J’-Ionen bzw. SO{-Ionen und die 
Temperaturen sind in Tabelle Il zusammengestellt. Die Temperatur bei 
der Elektrodialyse ist in diesem Falle durch die Menge von Salzen und den 
dadurch bedingten geringeren Widerstand erheblich erhéht, und so muBte 
in den ersten 2 Stunden die Platinschale durch auBen um sie flieBendes 
Wasser gekiihlt werden. Die Temperaturen in diesen beiden Stunden 
werden daher als nicht charakteristisch in der Tabelle nicht angegeben. Die 
Elektrodialyse ging in diesem Falle schneller und war schon nach 12 Stunden 
beendet. In den ersten beiden Stunden, in denen sehr viel SO{-Ionen in 
der Lésung vorhanden sind, beteiligt sich das J’-Ion nur in geringerem 
MaBe am Stromtransport. Erst in der dritten Stunde, wenn J’-I[onen und 
S$O{-Ionen sich in kommensurablen Mengen in der Lésung befinden, werden 
beide Ionen in gleicher Weise durch den Strom ausgeschieden. 


Um die Geschwindigkeit des Herausdialysierens bei J’-Ionen und 
S$ O{-Ionen zu verdeutlichen, wurde nach den Zahlen der Tabelle IT Kurven- 
blatt 1 gezeichnet (Abb. 5). Auf der Abszisse ist die Zeit in Stunden, auf der Or- 
dinate die Gamma ausgeschiedenen J’-Ions bzw. ausgeschiedenen 8 O{-Ions 
aufgetragen. Die untere Kurve a stellt die Ausscheidungskurve des J‘’-Ions, 
die obere Kurve 6b die des SO{-Ions dar. Das letzte Ende der Kurve } 
ist gestrichelt gezeichnet, da hier infolge Versagens der Nephelometrie 
(s. oben) keine Werte mehr vorliegen. Man sieht, daB die J’-Kurve sich im 
ersten Teile nach unten durchbiegt, wahrend die SO{-Kurve steil ansteigt. 


Tabelle II. 


Ausscheidung des J’-Ions und des SO{-Ions bei stehender Elektrodialyse. 








Zeltengabe — —— —— 
Nach der 1. Stunde 31 9000 — 
Paice: apres 45 200 hae 
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a ate a 78 68 45 
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J il. “ -- —- - 
: ee ts ral Et rit 


Im ganzen ‘also 389 9454 
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In ihrem zweiten Teile nahern sich beide Kurven langsam einem 
(irenzwert: der Gesamtmenge, die ausgeschieden worden ist. 





Um festzustellen, ob die Elektro- 3500 


b 
dialyse ebenso schnell vonstatten geht, s———+-—4 et 
wenn sie flieBend durchgefiihrt wird, 9400 yt 
curden 600 y Kaliumjodid = 455 y 
wur¢ , iumjodid 4 9350 K | 


J'-lonen und 23,4 mg Natriumsulfat 


1,56 mg SO{-Ionen gelést und 8500 
20 Stunden flieBend elektrodialysiert. 9250 t 
Die Temperatur ist in diesem Falle 9200 
nur in der ersten Stunde etwa 35° 9950 
und sinkt dann rasch auf Zimmer- 9700 
temperatur. Nach Beendigung der 


flieBenden Elektrodialyse wurde noch < 
| Stunde zur Priifung stehend elektro- % 9900 





dialysiert, wobei in der AuBenfliissig- ~ r 
keit etwa 8 y J’-Ionen und etwa 30 y 00 
SO{-Ionen festgestellt wurden. Die 350 
Titration des Inhalts der Analyse 
P 3: J00 
ergab 3y Jod. pas 
Wir elektrodialysierten also bei nad 


unseren Mausen 36 Stunden flieBend, 
wobei durch Regulierung des Zuflusses 150 
die Temperatur in der ersten Stunde . 0 
unter 35° gehalten wurde, unter Durch- 2 50 
flu8 von etwa 50 Litern destillierten 














OT 2s % S678 9 *D 


Wassers in den 36 Stunden. Nach Stunden 
Beendigung der flieBenden Elektro- Abb. 5. Dialysiergeschwindigkeit : 
dialyse wurde noch 1 Stunde stehend bes 2. en SO Sene: 

4 


elektrodialysiert. Wurden bei der 
nephelometrischen Priifung der AuBenfliissigkeit weniger als 10 y J’-lonen 
gefunden, was fast immer der Fall war, so war die Elektrodialyse beendet. 


Ergebnisse bei unbestrahlten Tieren. 


Der Jodgehalt normaler Mause schwankt ziemlich stark, namlich 
zwischen 1,4 und 5,9 mg-°, im Mittel 3,42 mg-°,, des Trockengewichts 
bei acht untersuchten normalen Tieren. Die Ergebnisse bei normalen, 
ungespritzten und unbestrahlten Tieren sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. Kolonne 1 enthalt die Versuchsnummer, Kolonne 2 das 
Trockengewicht, Kolonne 3 die Milligrammprozente Gesamt-J in der 
Trockensubstanz, Kolonne 4 die Milligrammprozente anorganisches J’ 
der Trockensubstanz, Kolonne 5 die Milligrammprozente organisches 
J der Trockensubstanz und Kolonne 6 das Verhiltnis organisches J zu 
anorganischem J’, den Quotienten, und Kolonne 7 die Angabe des 
Geschlechts des Tieres (mannlich oder weiblich). 


Die Menge des organischen Jods schwankt zwischen 0,7 und 
4mg-°, der Trockensubstanz und betragt im Mittel 2,22 mg-°,. Der 
Gehalt an anorganischem J’ schwankt etwas weniger, namlich von 
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Tabelle III. 


Der Jodgehalt und die einzelnen Fraktionen des Jods bei normalen Tieren. 





1 2 3 4 5 6 7 
Trocken- : ‘ 
Nr. gewicht Gesamt-J Anorgan. J’ Organ. .J Organisch Geschlecht 
g mg-9/» mg-/9 mg-°/9 — 

32 4,0131 2,580 1,134 1,446 1,275 mannlic} 
33 3,7866 3,735 0,841 2,892 3,438 Fe 
34 4.6613 5,854 2,225 3,629 1,631 ‘i 
35 83,7315 4,142 2,202 1,939 0,881 weiblich 
36 3.5781 2,012 0,646 1,368 2,118 - 
37 4,1330 1,379 0,644 0,705 1,095 mannlich 
38 4.1159 5,639 1,387 4.098 2,889 i 
39 3.3570 2.003 1,097 1,806 1,646 


” 


0,64 bis 2.2 mg-%,, betragt also im Mittel 1.27 mg-°,, der Trocken 
substanz. Es ist also im allgemeinen viel mehr organisches als aui- 
organisches J in der normalen Maus vorhanden. Der Quotient organi 
sches durch anorganisches J liegt fast immer iiber 1 —- nur bei einen 
der untersuchten Tiere war er 0,88 —, steigt aber bis zu 3,4 und betragt 
im Mittel bei den acht untersuchten Tieren 1,87. Das Geschlecht de: 
Tiere ist sowohl fiir den absoluten Jodgehalt als auch fiir die Verteiluny 
des Jods im ganzen Tiere unerheblich (s. Tabelle III). Wiahrend Vei/ 
und Sturm (8) im Blute der schwangeren Frau eine Erhéhung des Jod- 
gehalts feststellten, spielt augenscheinlich das Geschlecht an sich ebens« 
wie die Schwangerschaft fiir den Gesamtjodgehalt des Kérper- 
wenigstens bei der Maus, keine Rolle (s. auch Tabelle IV). 


Wird der Maus anorganisches J’ in Gestalt von l ccm | °,ige1 
Natriumjodidlésung subkutan auf der Bauchseite eingespritzt, welch: 
Menge 8,5 mg J’ entspricht, so enthalt die Maus ungefaihr 200 mg-°, 
Der gréBte Teil des eingespritzten Jods wird jedoch sehr bald wiede: 
ausgeschieden, und zwar so, daB 4 Stunden nach der Einspritzung de1 
Gesamtjodgehalt der Maus noch ungefihr 50mg °%, der Trocken 
substanz betrigt, nach 8 Stunden noch ungefahr 20 mg-%, nac! 
18 Stunden noch ungefaihr 17 mg-°,, nach 24 Stunden noch ungefah: 
14 mg-°%,; nach 72 Stunden 1a8t sich kein UberschuB iiber den normale: 
Jodgehalt mehr feststellen. Der Jodgehalt ist nach 72 Stunden soga: 
geringer als beim normalen Tiere, was mit den Versuchen von Vei/ 
und Sturm (8) beim Blute des Menschen ungefahr iibereinstimmt 
wenn Veil und Sturm auch eine geringere Ausscheidungszeit fest 
stellen, so verliuft doch die Kurve ahnlich (vgl. Kurve a, Abb. 6). 

Die Ergebnisse bei den gespritzten unbestrahlten Tieren sind in 
Tabelle IV zusammengestellt. In Kolonne 1 ist wieder die Versuch- 
nummer, in Kolonne 2 das Trockengewicht der Mause angegeben. i) 
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Kolonne 3 die Zeit in Stunden, die zwischen Spritzen und Téten der 
Tiere verstrichen ist, in Kolonne 4 die Milligrammprozente Gesamtjod 
in der Trockensubstanz, in Kolonne 5 die Milligrammprozente an- 
organisches J’, in Kolonne 6 die Milligrammprozente organisches J, 
in Kolonne 7 der Quotient, das Verhiltnis des organischen Jods zum 
anorganischen und in Kolonne 8 das Geschlecht der Tiere und die 
Anzahl der Embryonen, die mit dem Muttertier alle zusammen ver- 
arbeitet wurden. 
Tabelle IV. 
Der Jodgehalt und die einzelnen Jodfraktionen der mit NaJ-Lésung ge 
spritzten Tiere. 





1 2 3 4 a) 6 7 8 


Trocken- : ’ ' Organise} 
Nr. || gewicht Zeit Gesamt-J  Anorgan. J Organ. J rganisch 


| ; Geschlecht 
| g mg-9/o mg-9/, mg-/, Anorganisch 
40 3,7012 4 56,42 46,556 9,864 0.2119 mannlich 
41 4,1049 4 48,45 42.828 5,622 0,1313 ‘ 
52 || 3,1551 4 51,28 44,20 7,08 0,160 uf 
53 | 2,8804 + 49,19 43,52 5,66 0,123 is 
48 3,9280 8 17,02 13,20 3,823 0,289 ” 
49 41092 8 20,74 15,51 5,474 0,353 weiblich 
44 3,5154 18 16,20 10,38 5,825 0,562 mannlich 
45 4,9275 18 19,11 13,11 6,45 0,492 | je 
29 3,7117 24 14,615 8,349 5,537 0,592 weiblich 
30. = 44,4066 72 1,635 0,702 0,972 1,384 mannlich 
31 4.2287 72 0,629 0,187 0,442 2,364 w.,6 Emb. 


Die Geschwindigkeit der Ausscheidung wird durch Tabelle V 
erlautert, die den mittleren Gehalt der Mause an Gesamtjod, anorgani- 
schem und organischem J, sowie die Mittelwerte der Quotienten nach 
4, 8, 18, 24 und 72 Stunden und beim normalen ungespritzten Tiere 
enthalt. Die Mittelwerte der Quotienten wurden berechnet, indem 
das arithmetische Mittel des organischen Jods durch das arithmetische 
Mitte] des anorganischen Jods dividiert wurde. Berechnet man den 


Tabelle V. 
Der Jodgehalt und die Verteilung des Jods bei normalen und bei mit Na J 
Lésung gespritzten Tieren (Mittelwerte aus Tabellen III und IV). 





Zwischen Spritzen und Toten 





eS ROIS, tt Si ES ES Unge- 

4Std. 8Std. I8Std. | 2%Std. 72Std. apenas 
Gesamt-J........ | 51,84 | 18,88 | 17,66 | 14,62 1,13 3,42 
Anorganisches J’... . 4438 14,23 11,52 9,08 0,428 1,20 
Organisches J. 7,06 4,65 6,14 5,54 0,707 2,22 
Quotient eS" Jod - - 0,148 0,324) 0,523) 0,610! 1.652 1,850 


anorgan. 
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Quotienten als das arithmetische Mittel der Quotienten der einzelnen 
Tiere, so weichen die so berechneten Quotienten von den angegebenen 
nur in der zweiten und dritten Dezimale ab. 

Die Ausscheidung des Gesamtjods geht in den ersten Stunden 
auBerordentlich rasch vor sich, so daB nach ungefaihr 8 Stunden der 
gréBte Teil des eingespritzten Jods wieder ausgeschieden ist. Jetzt 
geht die Ausscheidung langsamer und ungefahr der Zeit proportional, 
so daB nach ungefihr 72 Stunden der Jodgehalt sogar niedriger als 








Abb. 6. 
Jodausscheidung bei 
gespritzten, unbestrahlten 
Tieren. 
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der normale ist. Es wird also aus dem Grundbestand Jod ausgeschieden, 
was auch von A. Sturm (10) beobachtet wurde, allerdings nur beim 
basedowkranken und nicht beim normalen Menschen. Nach langerer 
Zeit aber stellt sich das normale Gleichgewicht wieder her (vgl. auch 
Abb. 7, Kurve a). Die Ausscheidung des anorganischen Jods verlauft 
der des Gesamtjods ungefahr proportional. 

Anders verhalt es sich beim organischen J. Die Steigerung des 
Gesamtjodgehalts nach Einspritzen anorganischen Jods kommt namlich 
nicht vollkommen dem anorganischen Teil zugute, wie man vielleicht 
erwarten kénnte, sondern es wird bald nach der Einspritzung ein Teil 


sck 
abi 
des 


or$ 
na 
pre 
abi 


de: 


da: 
Mi 
Ge 


ors 


ist 
pri 
ihr 


ber 
mi: 





Inen 
enen 


iden 

der 
letzt 
mal, 
als 


en, 
im 
rer 
ach 
uft 


des 
ich 
cht 
‘eil 








Einfl. d. Bestrahlung a. d. Fraktionen d. Jods u. Broms im Tierkérper. 347 


des eingespritzten anorganischen Jods in organisches J umgewandelt, 
was auch Abelin (9) bei seinen Arbeiten beobachtet hat. Das organische J 
ist also auch zunachst betrachtlich erhéht. Diese Erhéhung des organi- 
schen Jods geht nun im Verlauf der Zeit natiirlich auch langsam zuriick, 
aber langsamer als die Ausscheidung des Gesamtjods und die Abnahme 
des anorganischen Jods erfolgt!. DemgemaB steigt auch das Verhiltnis 
organisches durch anorganisches J (Quotient in Tabelle V), welches 
nach 4 Stunden auBerordentlich niedrig ist, langsam ungefihr der Zeit 
proportional bis zu seinem normalen Werte stetig an, ohne ihn, wie die 
absoluten Jodmengen, nach 72 Stunden zu unterschreiten. Die Kurven 
des organischen und des anorganischen Jodgehalts schneiden sich 
also bei ungefihr 70 Stunden nach der Einspritzung (s. Abb. 6). 
Dieses Kurvenblatt ist nach den Werten der Tabelle V gezeichnet. 
Auf diesem Kurvenblatt stellt die Kurve a den Gesamtjodgehalt, die 
Kurve 6 den Gehalt an anorganischem und die Kurve ¢ an organischem J 
dar. Auf der Abszisse ist die Zeit in Stunden, auf der Ordinate die 
Milligrammprozente Jod aufgetragen. Zum Vergleich ist auch der 
Gehalt des normalen Tieres an Gesamtjod, anorganischem J’ und 
organischem J angegeben und als gerade Linien durchgezogen worden. 


Ergebnisse bei bestrahlten Tieren. 


Wir bestrahlten zunachst drei normale, ungespritzté Tiere eine 
halbe Stunde mit einer Quarzlampe, wie oben unter ,,Arbeitsweise‘ 
beschrieben, und téteten sie 2 Stunden danach. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle VI verzeichnet. In Kolonne 1 ist wieder die Versuchsnummer, 
in Kolonne 2 das 'Trockengewicht, in Kolonne 3 die Milligrammprozente 
Gesamt-J der Trockensubstanz, in Kolonne 4 die Milligrammprozente 
anorganisches J’, in Kolonne 5 die Milligrammprozente organisches J, 
in Kolonne 6 das Verhaltnis organisches zu anorganischem J (der 
Quotient), und in Kolonne 7 das Geschlecht der Tiere und bei tragenden 
Tieren die Anzah] der Embryonen zusammengestellt. In Reihe 1, 2 
und 3 sind die drei Tiere aufgefiihrt, in Reihe 4 die sich aus den drei 
Tieren ergebenden Mittelwerte und in Reihe 5 zum Vergleich die ent- 
sprechenden Werte bei normalen, ungespritzten Tieren. 

Wenn auch das Gesamtjod bei den bestrahlten Tieren hier héher 
ist als das Mittel des Normalwertes, so hat das doch wohl keine 
prinzipielle Bedeutung, denn auch die normalen Tiere gingen ja in 
ihrem Gesamtjodgehalt bis auf 5 bis 6 mg-°,, und auBerdem ist nicht 


1 Dies stimmt auch mit den Beobachtungen iiberein, die Th. v. Fellen- 
berg (11) bei Menschen machte, denen er Rinderschilddriise unter die Nahrung 
mischte. Dieses in organischer Bindung zugefiihrte Jod wird nach v. Fellen- 
berg langsamer ausgeschieden als anorganisches. 
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Tabelle VI. 


Der Jodgehalt und die einzelnen Jodfraktionen bei ungespritzten bestrablten 





Tieren. 
1 2 3 4 5 6 7 

x a Gesamt-J | Anorgan. J’ Organ. J Organisch Geschlecht 

. « mg-°/, | mg-9/, mg-/, Anorganisch 

62 4.5350 6,393 4,559 1,834 0,4023 mannlich 
63 83,4574 7,694 6,893 0,891 0.1300 w., 4 Emb. 
64 2.2682 5,246 4,186 1,060 0,2533 mannlich 

Im Mittel: 6,444 5,183 1,261 0,2434 
Normal: 3,42 1,29 2,22 1,850 


einzusehen, wieso der Gesamtjodgehalt der Tiere sich allein durch die 
Bestrahlung steigern sollte, da die Tiere doch nur noch 2 Stunden 
nach der Bestrahlung lebten und in dieser kurzen Zeit wohl] kaum so viel 
J aus der verhaltnismaBig jodarmen Nahrung resorbieren konnten. 
Aus der Tabelle geht jedoch klar hervor, da8 das organische J zu einem 
erheblichen Teile zu anorganischem J’ durch die Bestrahlung abgebaut 
worden ist. Dies ist ja auch deutlich an dem Quotienten (Mittelwert) 0,24 
zu erkennen, der auf ungefihr den neunten Teil des normalen ab- 
gesunken ist. 


Ergebnisse bei gespritzten und bestrahlten Tieren. 


Die Tiere wurden wieder mit 1 ccm einer 1°,igen Natriumjodid- 
losung subkutan auf der Bauchseite gespritzt und 11, Stunden nach 
dem Spritzen eine halbe Stunde wie vorher mit der Quarzlampe bestrahlt 
und dann 4 bzw. 8 bzw. 18 bzw. 24 bzw. 72 Stunden nach dem Spritzen, 
also 2 bzw. 6 bzw. 16 bzw. 22 bzw. 70 Stunden nach dem Bestrahlen 
getétet. Die Ausscheidungsgeschwindigkeit des Jods wurde durch das 
Bestrahlen der Tiere kaum geiindert. Jedoch hat das Bestrahlen wohl 
eine Einwirkung auf das Verhaltnis des organischen zum anorganischen J. 


Die Ergebnisse bei bestrahlten und gespritzten Tieren sind in 
Tabelle VII zusammengestellt. Kolonne 1 enthalt wieder die Versuchs- 
nummer, Kolonne 2 das Trockengewicht, Kolonne 3 die Zeit in Stunden, 
welche zwischen Spritzen und Téten vergangen ist, Kolonne 4 die 
Milligrammprozente Gesamt-J der Trockensubstanz, Kolonne 5 die 
Milligrammprozente anorganisches J’, Kolonne 6 die Milligramm- 
prozente organisches J, Kolonne 7 den Quotienten (Verhaltnis des 
organischen zum anorganischen J), Kolonne 8 die Temperatur, die bei 
der Bestrahlung herrschte, und Kolonne 9 das Geschlecht der Tiere. 


Die Geschwindigkeit der Ausscheidung des eingespritzten Jods 
wird durch die Bestrahlung in den ersten 24 Stunden nicht geandert, 
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Tabelle VII. 


Der Jodgehalt und die einzelnen Jodfraktionen der mit NaJ-Lésung ge- 
spritzten bestrahlten Tiere. 





1 2 3 + 5 6 7 8 9 

Nr. me Zeit Gesamt-J | Anorgan.J’) Organ. J | Organisch wong Geachiect 
g ing-/o mg-°/o mg-9/o Anorganisch oc 

42 | 4.0258 4) 6812 64,61 3,54 0,0548 29. weiblich 
43 3,9593 4 45,49 44,197 1,293 0,0293 38 mannlich 
54 3.8850 4 48,07 47,39 0,682 0,0144 28 weiblich 
55 2,9475 4 43,38 42,335 1,045 0,0247 28 mannlich 
47 | 4,2810 8 | 22,12 20,437 1,683 0,084 29 weiblich 
65 3,4862 8 | 21,48 19,784 1,646 0,083 81 mannlich 
50 4.1362 18 15,14 12,01 3,122 0,261 29 weiblich 
51 54093 18 14,66 9,84 4,319 0,482 29 (i . 
58 | 3,7269 24 7,786 6,480 1,300 0,2004 28 mannlich 
59 || 3.9115 24 | 12,21 10,527 1,683 0,1598 28 o 
60 4,4305 72 6,922 4,953 1,969 0,397 28 weiblich 
61 38,8057 72 7,515 5,160 2,355 0,456 28 mannlich 


jedoch ist der Jodgehalt nach 72 Stunden noch betrichtlich erhéht, 
was aus Tabelle VIII hervorgeht. In dieser Tabelle ist der mittlere 
Gehalt der Mause an Gesamtjod nach 4, 8, 18, 24 und 72 Stunden nach 
dem Spritzen und beim ungespritzten Tiere aufgefiihrt, und zwar in 
der ersten Reihe beim unbestrahlten und in der zweiten Reihe beim 
bestrahlten Tiere. 

Tabelle VIII. 


Der Gesamtjodgehalt der bestrahlten und der unbestrahiten Tiere. 





Zwischen Spritzen und Téiten (Mittelwerte) 
eemencec | ee Ungespritzt 





4Std. | 8Std. 18 Std. 24 Std. 72 Std 
Unbestrahlt . 51,34 " 18,88 17,66 14,62 1,13 3,42 
Bestrahit . . 51,27 21,78 14,90 9,998 7.219 . 6444 


DaB die Werte bei den bestrahlten Tieren nach 72 Stunden und 
ungespritzt erheblich héher liegen als bei den unbestrahlten, ist wohl 
nicht nur auf die Bestrahlung zuriickzufiihren, wie friiher bei den 
ungespritzten bestrahlten Tieren schon ausgefiihrt wurde. Trotzdem 
ist aber der Jodgehalt bei den nach 72 Stunden getéteten Tieren so 
erheblich erhéht, da8 man wohl eine durch die Bestrahlung verursachte 
Verzégerung der Ausscheidung annehmen kann (s. Abb. 7) 

Auf diesem Kurvenblatt, welches nach den Werten der Tabelle VIII 
gezeichnet ist, ist auf der Abszisse die Zeit in Stunden, auf der Ordinate 
die Mittelwerte des Gesamtjods in Milligrammprozenten angegeben. 
Die Kreuzchen bezeichnen die Werte bei den unbestrahlten Tieren, 
die Kreise die Werte bei den bestrahlten. Kurve a ist nach den Werten 
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bei unbestrahlten Tieren gezeichnet, Kurve 6 bei den bestrahlten. Der 
Punkt ,normal* ist willkiirlich auf der Abszisse angenommen, und bis 
zu diesem sind die Kurven gestrichelt weitergefiihrt worden. Man sieht, 
daB die Werte bei bestrahlten und unbestrahlten Tieren bis zu 24 Stunden 
als Mittel ungefahr die gleiche Kurve haben. Wahrend dann aber die 
Kurve der bestrahlten Tiere nur langsam weiter abfallt, um ohne 
Durchbiegung den Normalwert zu erreichen, geht die Kurve der un- 
bestrahlten Tiere bei 72 Stunden bis auf den Wert 1,1 herunter und 
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steigt dann zum Normalwert 3,4 wieder auf. Diese tibermaBige Aus- 
schwemmung von J nach dem Einspritzen, die schon friiher bei den 
gespritzten unbestrahlten Tieren besprochen wurde, scheint also, soviel 
man nach den wenigen untersuchten Tieren beurteilen kann, durch die 
Bestrahlung verhindert zu werden. 

Starker noch ist der Einflu8 der Bestrahlung auf das Verhaltnis 
des organischen zum anorganischen J. Durch die Bestrahlung wird 
die Umwandlung des eingespritzten anorganischen in organisches J. 
die sofort nach dem Einspritzen sonst erfolgt, entweder verhindert 
oder doch sofort riickgingig gemacht. Denn schon 4 Stunden nach 
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dem Spritzen ist bei den bestrahlten Tieren der Gehalt an organischem J 
nicht héher als bei den normalen, ungespritzten und unbestrahlten 
Tieren. 

Abgesehen hiervon ist aber auch durchweg bei allen bestrahlten 
und gespritzten Tieren das anorganische J’ gegeniiber den unbestrahlten 
gespritzten Tieren erhéht, das organische ganz betrachtlich erniedrigt. 
Diese Wirkung wird deutlich an dem erheblich niedrigeren Quotienten 
bei bestrahlten gegeniiber den unbestrahlten Tieren. Die Mittelwerte 
der Quotienten der 4, 8, 18, 24 und 72 Stunden nach dem Spritzen, 
also 2, 6, 16, 22, 70 Stunden nach dem Bestrahlen sowohl, wie der 
ungespritzten, bzw. 2 Stunden nach dem Bestrahlen getéteten Tiere 
sind in Tabelle IX zusammengestellt. 


Tabelle IX. 


Quotient: organisches durch anorganisches Jod bei bestrahlten und 
unbestrahlten Tieren (Mittelwerte). 





Zwischen Spritzen und Titen 
| om — . Ungespritzt 
4Std. | 8Std. 18 Std. 24 Std. 72 Std. 





Unbestrahit . 0,148 0,324 0,523 0,610 1,652 1,850 
Bestrahlt . . 0,0308 0,0835 0,371 0,1801 0,421 0),2434 


Der Quotient ist also durch die Bestrahlung bei den vier- und 
achtstiindigen Tieren beinahe auf den fiinften Teil desselben bei den 
unbestrahlten Tieren herabgesunken, um dann nach Ausscheidung des 
gréBten Teiles des eingespritzten Jods wieder auf einen Mittelwert 
von 0,2 anzusteigen, den er auch bei den ungespritzten Tieren bei- 
behalt. Jedoch ist auch dieser héhere Mittelwert noch immer erheblich 
niedriger als der bei den unbestrahlten Tieren. Ja, er bildet auch bei 
den ungespritzten Tieren noch ungefihr den neunten Teil des Quotienten 
der normalen, also unbestrahlten und ungespritzten Tiere. 


DaB diese Verschiebung im Verhiltnis des anorganischen zum 
organischen J wirklich eine Wirkung der ultravioletten Strahlen und 
nicht der Warme darstellt, der die Tiere wahrend der Bestrahlung 
ausgesetzt sind, ist daraus ersichtlich, daB eine Erhéhung der Tem- 
peratur wahrend der Bestrahlung um 10° den Quotienten nicht ver- 
indert, wie besonders an den Tieren Nr. 43 und 55 in Tabelle VII 
deutlich wird. 

Um festzustellen, ob die Zeit, die zwischen Spritzen und Bestrahlen 
verstreicht, wesentlich ist fiir den Einflu8 der Bestrahlung auf das 
Verhaltnis des organischen zum anorganischen J, und um zweitens zu 
sehen, ob die Umwandlung des eingespritzten anorganischen in organi- 
sches J gleich nach dem Einspritzen durch die Bestrahlung verhindert 
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wird, wurden zwei weitere Tiere mit 1 cem 1 °,,iger Natriumjodidlésung 
subkutan wie vorher auf der Bauchseite gespritzt und eine halbe Stunde 
darauf schon mit der Quarzlampe eine halbe Stunde, wie schon friither 
beschrieben, bestrahlt und 31,4 Stunden spater. d.h. 4 Stunden nach 
dem Spritzen, getétet. Die Temperatur bei der Bestrahlung betrug 31° 
Die Werte bei diesen beiden Tieren sind in Tabelle X zusammengestellt. 
Kolonne 1 enthalt wieder die Versuchsnummer, Kolonne 2 das Trocken- 
gewicht, Kolonne 3 die Milligrammprozente Gesamtjod, Kolonne 4 die 
Milligrammprozente anorganisches J’, Kolonne 5 die Milligramm- 
prozente organisches J, Kolonne 6 den Quotienten und Kolonne 7 das 
Geschlecht der Tiere. In Reihe 1 und 2 sind wieder die beiden Tiere 
und in Reihe 3 die sich aus den beiden Tieren ergebenden Mittelwerte 
angegeben. 
Tabelle X. 
Der Gesamtjodgehalt und die einzelnen Jodfraktionen bei den mit Na J- 


Lésung gespritzten Tieren, die bereits 30 Minuten nach dem Spritzen 
bestrahlt wurden. 





1 2 3 4 5 6 7 
Nr. pes Gesamt-J Anorgan. J’. Organ. J Copies Geschlecht 
g mg-°/, mg-°/, mg-9/o Anorganisch 
56 4,1798 43,13 42,532 0,598 0,9141 weiblich 
57 = -3,1480 47,80 = 47,075 | 0,725 0,0154 | mannlich 
Im Mittel: | 45,47 44,802 0,662 0,0148 


Man sieht, daB auch hier der Quotient ebenso niedrig ist, wie bei 
den spiter bestrahlten Tieren, ja, daB er sogar eher noch niedriger 
ist, 0,0148 im Mittel gegeniiber 0,0308 bei den spiter bestrahlten Tieren 
(s. Tabelle IX). 

Man ersieht hieraus, ebenso wie aus dem niedrigen Gehalt an 
organischem J, da8 durch die Bestrahlung die Umwandlung des ein- 
gespritzten anorganischen in organisches J verhindert wird, wenn die 
Bestrahlung eine halbe Stunde nach dem Einspritzen erfolgt. 


Brombestimmungen. 


Um zu der umstrittenen Frage Stellung zu nehmen, ob im normalen 
Organismus Brom als physiologischer Bestandteil vorhanden ist [siehe 
auch Bernhard und Ucko (12)], bestimmten wir bei unseren Mausen 
auch den Bromgehalt und konnten feststellen, daB jedes der von uns 
auf Brom untersuchten 27 Tiere auch tatsichlich Brom enthielt. Die 
Brombestimmung wurde wie friiher von uns beschrieben [I. c. (3)] 
bei denselben Tieren ausgefiihrt, die zur Joduntersuchung gedient 
hatten. 
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Ergebnisse bei unbestrahlten Tieren. 

Da allgemein angenommen wird (12), daB die Halogene sich im 
Organismus gegenseitig ersetzen, untersuchten wir sowohl bei den 
normalen ungespritzten, als auch bei den mit Jod gespritzten Tieren 
den Gesamtbromgehalt und sowohl den Anteil des organischen, als 
des anorganischen Broms. Das Gesamtbrom wurde wieder direkt 
bestimmt, das organisch gebundene! Brom genau wie beim Jod, 
nachdem das ionisierte anorganische Br’ durch Elektrodialyse entfernt 
war. Das anorganische Br’ wurde wieder als Differenz der beiden 
anderen Bestimmungen errechnet. Die Bestimmungen des Broms 
erfolgten in demselben Analysengang und in derselben Substanz wie 
die Jodbestimmungen. 

Die Ergebnisse bei den normalen sowohl, als bei den mit Natrium- 
jodidlésung gespritzten Tieren sind in Tabelle XI zusammengestellt. 


Tabelle XI. 


Der Bromgehalt und die einzelnen Bromfraktionen der normalen und de: 
mit NaJ-Lésung gespritzten Tiere (ohne Bestrahlung). 





1 2 | 3 4 5 6 7 N 
Ni gewieht | Zeit Gesamt-Br ms Cages. Br = Geschlecht 
Zz mg-%/o | mg-/, mg-°/ Anorganisch 

32 4.0131 — ungespr. 31,41 10,189 3,221 0.3161 mannlich 
33 3,7866 . 10,45 5,792 4658 0.8041 z 

34 4.6613 ve 8,021 4,578 3,443 0,7516 ra 

35 8.7315 ® 8,855 weiblich 
30 §©4,4066 72 7,234 4,57 2,76 0.6038 mannlich 
31 4.2287 72 7,26 4,657 2,603 0,5589 w., 6Emb. 
29 -3,7117 24 6,36 5,70? 0,653 0.1144 weiblich 
44 8.5154 i8 14,01 9,052 4.958 0,4577 mannlich 
45 4.2975 18 6,875 1,739 5,136 2,953 > 

48 3,9280 8 7,382 3,335 4,047 1,2125 - 

49 4,1092 8 6,924 6,481 0,443 0,0683 weiblich 
40 3.7012 4 11,63 8,763 2,867 0,3272 mannlich 
41 4,1049 4 10,60 7,78 2,818 0,3622 in 

52 3.1551 4 5,222 2,107 3,115 1,479 . 

53 2,8804 4 6,019 2,429 3.590 1.478 ° 
Im Mittel bei ungespr.: 10,109 6,853 3,774 0,6239 

gespritzt: 8,129 5,602 2,991 0,8737 


1 Wir sprechen hier sowohl wie spaéter beim Chlor der Einfachheit 
halber immer vom ,,organisch gebundenen“ Halogen, wobei wir uns jedoch 
stets bewuBt bleiben miissen, daB wir damit eine Unkorrektheit begehen. 
Streng genommen miiBte es heiBen, ,,dialysierbarer“ und _ ,,nichtdialysier- 
barer Anteil‘*. Denn wie dieser nichtdialysierbare Anteil im Organismus 
wirklich gebunden ist, wissen wir beim Brom und Chlor vorlaufig wenigstens 
noch nicht, wahrend es sich beim Jod wohl sicher um JodeiweiB (z. B. 
Thyroxin) oder Jod-Fettverbindungen hochmolekularer Art handeln diirfte 
[vgl. hierzu auch £. Baumann und E. Roos (14) u. a.) 
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In Kolonne 1 ist die Versuchsnummer, in Kolonne 2 das Trocken 
gewicht der Mause angegeben, in Kolonne 3 bei den mit Natriumjodid 
lésung gespritzten Tieren die Zeit in Stunden, die zwischen Spritzen 
und Téten der Tiere verstrichen ist, in Kolonne 4 die Milligramm 
prozente Gesamtbrom in der Trockensubstanz, in Kolonne 5 die Milli- 
grammprozente anorganisches Br’, in Kolonne 6 die Milligrammprozente 
organisches Brom, in Kolonne 7 der Quotient, das Verhiltnis des 
organischen Broms zum anorganischen, und in Kolonne 8 das Geschlecht 
der Tiere und, falls diese tragend waren, die Anzahl der Embryonen 
die mit dem Muttertier zusammen verarbeitet wurden. 


Der Bromgehalt bei den normalen ungespritzten Tieren betragt 
also im Mittel 10,1 mg-°,, der Trockensubstanz!, wovon bei weitem 
der gréBere Teil, annahernd zwei Drittel, anorganisches Brom ist. Der 
Mittelwert bei den mit Jod gespritzten Tieren ist mit 8,13 mg-°,, Brom 
der Trockensubstanz tatsachlich etwas niedriger als der bei den un- 
gespritzten Tieren. Allerdings weichen die Werte bei einzelnen Tieren 
vom Mittelwert so stark ab, daB diese geringe Differenz wohl nicht 
als einwandfreier Beweis fiir ein Absinken des Bromspiegels im Gesamt- 
organismus gelten kann. Es ist auch unwahrscheinlich, daB die Tiere 
in der kurzen Zeit, die zwischen Spritzen und Téten verstrich, viel 
Brom ausscheiden konnten, denn die Ausscheidung des Broms geschieht 
ja nach der vorherrschenden Ansicht vorzugsweise durch den Harn, 
und Miause lassen ja bekanntlich verhaltnismaBig wenig Harn. Eine 
Stiitze fiir diese Ansicht diirfte man wohl auch darin finden, daB die 
erheblich tiber dem Mittelwert liegenden Bromwerte sich bei solchen 
Tieren finden, die verhaltnismaBig kurze Zeit (4 bis 18 Stunden) nach 
dem Spritzen getétet worden sind, wahrend die langer (24 bis 72 Stunden) 
lebenden Tiere einen niedrigeren Gesamtbromgehalt haben. 

Die Verteilung des anorganischen und organischen Broms ist 
bei den gespritzten und ungespritzten Tieren annahernd die gleiche, 
wie sich ja auch aus dem Quotienten ergibt. Bei den ungespritzten 
Tieren liegen alle Quotienten unter 1. Bei den gespritzten Tieren 
liegen zwar die Quotienten nicht alle gleichsinnig, jedoch liegt der 
Quotient bei sieben von elf Tieren unter | und bei weiteren drei Tieren 
nur wenig dariiber, so daB man wohl mit Recht auch hier von einem 
Uberwiegen des anorganischen Bestandteils sprechen kann, wie ja 
auch durch den Mittelwert aus allen elf Tieren, der 0,9 betragt, zum 
Ausdruck kommt. Ebenso wie beim Jod hat auch beim Brom weder 
das Geschlecht der Tiere, noch die Schwangerschaft einen Einflub 
weder auf den Gesamtbromgehalt, noch auf die Verteilung des Broms 


1 Dieser Wert stimmt gréBenordnungsmaéBig mit dem von Damiens (13) 
beim Hund gefundenen iiberein. 
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Ergebnisse bei bestrahiten Tieren. 

Die Brombestimmungen wurden wieder bei denselben Tieren 
vusgefiihrt, wie die Jodbestimmung. Das Brom wurde bei elf mit Jod ge- 
spritzten bestrahlten Tieren bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle X II 
zusammengestellt. In Kolonne | ist wieder die Versuchsnummer, 
in Kolonne 2 das Trockengewicht der Tiere, in Kolonne 3 die Zeit 
in Stunden, die zwischen Spritzen und Téten der Tiere verstrichen 
ist, angegeben, in Kolonne 4 die Milligrammprozerte Gesamtbrom 
der Trockensubstanz, in Kolonne 5 die Milligrammprozente anorganisches 
Br’, in Kolonne 6 die Milligrammprozente organisches Brom, in Kolonne 7 
das Verhaltnis organisches zu anorganischem Brom (der Quotient), 
in Kolonne 8 das Geschlecht der Tiere und, soweit sie tragend waren, 
die Anzahl der Embryonen, die mit dem Muttertier zusammen ver- 
arbeitet wurden, und in Kolonne 9 die Temperatur, die bei der Be- 
strahlung herrschte. 


Tabelle XII. 


Der Bromgehalt und die einzelnen Fraktionen des Broms der mit NaJ- 
Lésung gespritzten bestrahlten Tiere. 





1 2 3 4 5 6 7 S 9 
ocken- Ges: - r. org Organ. P f Tempe- 

Nr pone Zeit . : “a ‘br Organisch Geschlecht — 
g Std. mg-%/9 mg-°/» mg-°|9 Anegues oC 
58 38,7269 24 6,989 1,376 5,613 4.079 mannlich 28 
59 3.9115 24 10,50 6,851 3,649 0,5327 s 28 
50 64,1362 18 4,547 0,781 3,766 4,822 weiblich 29 
| 51 54093 18 5,770 1,233 4,537 3,680 i 29 
46 4,3314 8 7,116 4,182 2,934 0,7015 ea 29 
42 4,0258 4 11,52 3,976 7,544 1,897 “ 29 
43 3,9593 4° 11,16 9,838 1,322 0,1344 mannlich 38 
34 38,8850 + 5,184 2,058 3,126 1,519 weiblich 28 
| 29475 4 15,09 3,39 11,70 3,451 mannlich 28 
56 «4,1798 4 9,908 1,739 7,269 4,277 weiblich © 31 
57. 38,1480 4 8,694 2,496 6,198 2,483 mannlich 31 


Im Mittel: 8,679 3,356 5,242 2,2342 


Das Gesamtbrom hat sich, wie aus Tabelle XII hervorgeht, durch 
die Bestrahlung nicht geandert, jedoch ist die Verteilung zwischen 
anorganischem und organischem Brom zugunsten des organischen 
verschoben worden. Wenn auch hier die Quotienten ziemlich stark 
schwanken und die Werte auch nicht immer gleichsinnig liegen, so 
sind doch die Werte bei acht von elf Tieren iiber 1 und nur drei darunter, 
so daB sich als Mittelwert 2,234 bei den bestrahlten Tieren ergibt 
gegentiber 0,6 bis 0,9, der als Mittelwert bei den unbestrahlten Tieren, 
auch unter Beriicksichtigung der héheren Quotienten, zustande kommt. 
Beim Brom scheint sich also, wenn die schwankenden Werte auch 
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keinen endgiiltigen SchluB zulassen, durch die Bestrahlung der organisch« 
Anteil auf Kosten des anorganischen vermehrt zu haben, umgekehrt 
wie beim Jod, bei dem das organische Jod sich durch die Bestrahlung 
groBenteils in anorganisches umwandelt. 


Chlorbestimmungen. 


Bei denselben Tieren, bei denen wir die Jod- und Brom 
bestimmungen vorgenommen hatten, wurde auch der Chlorgehalt 
bestimmt, um ein iibersichtlicheres Bild zu erhalten. Die Analysen 
wurden wieder nach der friiher von uns beschriebenen Methode in 
demselben Analysengang wie beim Jod und Brom vorgenommen, so 
daB wir also das Gesamtchlor direkt erhielten, das organische Chlor! 
nach Entfernung des anorganischen durch Elektrodialyse und das 
anorganische Chlor durch Differenz der beiden ersteren rechnerisch 
ermittelten. 

Ergebnisse bei unbestrahlien Tieren. 

Die Ergebnisse sowohl bei den fiinf normalen als bei den acht 
mit Natriumjodidlésung gespritzten Tieren sind in Tabelle XIII zu- 
sammengestellt. In Kolonne 1 ist wieder die Versuchsnummer, in 
Kolonne 2 das Trockengewicht der Mause angegeben, in Kolonne 3 
bei den mit Natriumjodidlésung gespritzten Tieren die Zeit in Stunden, 


Tabelle XIII. 


Der Chlorgehalt und die einzelnen Fraktionen des Chlors der normalen und 
der mit Na J-Lésung gespritzten Tiere (ohne Bestrahlung). 





1 2 3 4 5 6 7 8 


Nr. ain Zeit Gesamt-Cl er ae Organ. Cl Organisch Geschlecht 
g | mg-/o mg-9/5 mg-°/o Anorganisch 

32  4,0131 | ungespr. 551,8 342 209,8 0,612 mannlic} 
33. 3,7866 s 552,5 485 67,5 0,1391 re 
34 4,6613 ‘ 644,2 599,6 44.6 0,078 a 
35 = 38,7315 ” 472,8 413,3 59,5 0,1443 weiblich 
36 3,5781 m 353,5 233,9 1196 0,5112 . 
30 4,4066 72 341,7 241.9 99,8 0,4128 manonlich 
31 | 4,2287 72 730,0 | 425,0 305,0 0,7177 w., 6 Emb 
29 3,7117 24 781,0 674,0 107,0 0,1588 weiblich 
44 38,5154 18 597,8 | 319,7 278,1 0,870 mannlich 
48 | 3,9280 8 646,6 | 429,7 216,9 0,5048 P 
49  4,1092 8 324,1 220,6 193,5 0,4693 weiblich 
40 | 38,7012 4 §29,7 342.5 187,3 0,5468 mannlich 
52 38,1551 4 600,2 456.4 143.8 0,3151 . 
Im Mittel ungespritzt: | 514,9 4148 100,2 0,2969 

gespritzt: 568.9 388,7 180,2 0,4915 


1 Auch hier muB es natiirlich streng genommen_ ,,nichtdialysierbare: 
Anteil des Chlors*‘ heiBen, doch behalten wir den Ausdruck ,,organische- 
Chlor“ bei (vgl. auch die Anmerkung bei .,Brom‘. 
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die zwischen Spritzen und Téten der Tiere verstrichen ist, in Kolonne 4 
die Milligrammprozente Gesamtchlor, in Kolonne 5 die Milligramm- 
prozente anorganisches Cl’, in Kolonne 6 die Milligrammprozente orga- 
nisches Chlor, in Kolonne 7 der Quotient, das Verhaltnis des organischen 
Chlors zum anorganischen, und in Kolonne 8 das Geschlecht der Tiere 
und, falls sie tragend waren, die Anzahl der Embryonen, die mit dem 
Muttertier zusammen verarbeitet wurden. — In der vorletzten Reihe 
sind die Mittelwerte aus den fiinf normalen und in der letzten Reihe 
die Mittelwerte aus den acht gespritzten Tieren angegeben. 

Der Gesamtchlorgehalt bei den ungespritzten Tieren schwankt 
also zwischen 350 und 644 mg-°,, der Trockensubstanz und betragt 
im Mittel 515 mg-°,,. Davon sind vier Fiinftel anorganisches und ein 
Fiinftel organisches Chlor, wie der Quotient 0,3 erkennen laBt. Bei den 
gespritzten Tieren ist der Chlorgehalt ebenso hoch. Dab der Mittelwert 
bei diesen Tieren etwas hoéher liegt, erklart sich wohl daraus, daB sich 
hier ein tragendes Tier mit einem erheblich héheren Chlorgehalt dabei 
befindet. Die Verteilung zwischen organischem und anorganischem 
Chlor scheint hier bei durchweg unter 1 liegenden Werten des Quotienten 
etwas zugunsten des organischen verschoben zu sein, wenn auch die Ver- 
schiebung von 0,3 auf 0,5 zu gering ist, um daraus besonders auch 
wegen der vorhandenen Streuung endgiiltige Schliisse ziehen| zu kénnen. 

Da8B wir eine Einwirkung des eingespritzten Jods auf den Chlor- 
gehalt nicht oder fast nicht nachweisen konnten, ist noch kein 
Beweis dafiir, daB das Jod das Chior nicht aus seinen Stoffwechsel- 
funktionen verdringt. Denn die cingespritzte Jodmenge betrigt ja 
nur einen Teil des bereits nattirlich im Organismus vorkommenden 
Chlors. 

Ergebnisse bei bestrahlten Tieren. 

Die Ergebnisse der Chlorbestimmungen bei zehn mit Natriumjodid- 
losung gespritzten und danach bestrahlten Tieren sind in Tabelle XIV 
zusammengestellt. In Kolonne 1 ist wieder die Versuchsnummer, in 
Kolonne 2 das Trockengewicht der Miause angegeben, in Kolonne 3 
die Zeit in Stunden, die zwischen Spritzen und Téten der Tiere ver- 
strichen ist, in Kolonne 4 die Milligrammprozente Gesamtchlor, in 
Kolonne 5 die Milligrammprozente anorganisches Cl’, in Kolonne 6 
die Milligrammprozente organisches Chlor, in Kolonne 7 der Quotient, 
das Verhaltnis des organischen Chlors zum anorganischen, in Kolonne 8 
das Geschlecht der Tiere und in Kolonne 9 die Temperatur, die bei 
der Bestrahlung herrschte. In der vorletzten Reihe sind die Mittelwerte 
aus den elf bestrahlten Tieren angegeben und darunter zum Vergleich 
die Mittelwerte aus den unbestrahlten gespritzten Tieren. 

Der Mittelwert des Gesamtchlors bei den bestrahlten gespritzten 
Tieren ist mit 480 mg-°,, etwas niedriger als bei den unbestrahlten 
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Tabelle XIV. 
Der Chlorgehalt und die einzelnen Fraktionen des Chlors der mit Na J 
Lésung gespritzten bestrahlten Tiere. 





1 2 3 4 5 6 7 s 9 
Trocken- Gesamt- Anorgan. Organ. . Tempe- 
* ; Zei : - ; Organise 
Nr. gewicht Zeit Cl cl’ Cl a ~ Geschlecht ratur 
g Std. mg-9/, mg-9/o mg-9), | ABorganisch oC 


58 3,7269 24 416.6 306.4 110,2 0,3604 mannlich 28 


59 39115 24 5252 250,3 274.9 1,098 - 28 
50 4,1862 18 5393 441.1 98.2 2.2083 weiblich 29 
51 54093 18 506.5 371,3 135,2 0.3641 u 29 
46 4,3314 8 566.6 379,7 186.9 0,4922 in 29 
43 3,9593 4 707,5 449.9 257,6 0,5725 mannlich 38 
54 38,8850 4 4114 815,9 95,5 0,3022 weiblich 28 
55 | 2,2289 4 374,5 291,0 83,5 0,287 mannlich 28 
56» 4,1798 4 3603 273,8 86,5 0.3158 weiblich 31 
57 38,1480 4 3946 310.8 83,8 0.2696 mannlich 31 


Im Mittel: 
bestrahit: 480.3 393.0 141,2 0,477 


unbestrahIt: 568.9 388,7 189.2 0,492 


gespritzten Tieren mit 569mg-°,,. Diese kleine Differenz erscheint 
jedoch bedeutungslos, da auch bei den unbestrahlten Tieren der Gesamt- 
chlorgehalt von 350 bis 650 mg-°’, schwankt. Der Mittelwert des 
Quotienten ist bei den bestrahlten Tieren jedoch gegeniiber den un- 
bestrahlten unverindert geblieben. Obwohl auch hier die Werte der 


Quotienten nicht alle gleichsinnig liegen, so schwanken doch die 


Quotienten bei acht Tieren nur zwischen 0,3 und 0,6, bei einem weiteren 
Tiere ist derselbe 1,1, und nur bei einem Tiere ist derselbe mit 2,2 er- 
heblich héher. Da also acht Zehntel der Tiere einen Quotienten aufweisen, 
der vom Mittelwert aller zehn Tiere nur wenig abweicht, kann man 
diesen Mittelwert, abgesehen von den wohl individuellen Schwankungen 
der beiden herausfallenden Tiere, als maBgebend ansehen. Die Be- 
strahlung scheint demnach wohl keinen Einflu8 auf den Chlorgehalt im 
Organismus und auf die Verteilung zwischen anorganischem und 
organischem Chlor zu haben. 


Vergleichende Ubersicht. 

Stellen wir nun noch einmal die gefundenen Mittelwerte an Jod. 
Brom und Chlor bei den normalen Tieren zusammen, so erhalten wir 
Tabelle XV. Kolonne | in der Tabelle XV enthalt die Milligramm- 
prozente Gesamthalogen, Kolonne 2 die Milligrammprozenie anorga- 
nisches Halogen, Kolonne 3 die Milligrammprozente organisches Halogen 
und Kolonne 4 den Quotienten, das Verhialtnis des organischen zum 
anorganischen. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, betragt der Jodgehalt den un- 
gefihr 170. Teil des Chlorgehalts und ungefaihr den dritten Teil des 
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Tabelle XV. 
Der Gesamthalogengehalt und die Verteilung der einzelnen Halogen- 
fraktionen bei den normalen Tieren. 





1 2 3 4 
Gesamt Anorganisch Organisch Organisch 
mg-°/9 mg-°/9 mg-°/> Anorganisch 
ET ae ug tiara 3,42 1,20 2,22 1,850 
Sy ok ea 10,109 6,853 3,774 0,624 
CEs So “Sites 514.9 414,7 109,2 0,297 
Insgesamt Halogen . . 528,429 422.763 106,194 0,2512 


Bromgehalts, der Bromgehalt ungefahr den 50. Teil des Chlorgehalts des 
Gesamtorganismus. Beim Jod ist ungefahr doppelt so viel organisch 
gebunden als anorganisch, beim Brom ungefahr doppelt so viel an- 
organisch als organisch und beim Chlor ungefahr viermal so viel an- 
organisch als organisch gebunden. Bei dem Uberwiegen des Chlors 
ist das Verhaltnis beim gesamten Halogengehalt annahernd gleich 
dem Verhaltnis beim Chlor. Bei diesen vergleichenden Betrachtungen 
miissen wir uns natiirlich dariiber klar sein, daB es sich immer um 
Mittelwerte handelt und daB sich einzelne Tiere in dieser Beziehung 
anders verhalten. Wenn wir auch unsere Versuche nur mit der ver- 
haltnismaBig kleinen Zahl von 40 Tieren ausfiihren konnten, so kénnen 
wir doch wohl aus den oben angefiihrten Griinden diese Mittelwerte 
als Grundlagen fiir die von uns daraus abgeleiteten RegelmaBigkeiten 
ansehen. 

Stellen wir jetzt die Ergebnisse bei den mit Jod gespritzten Tieren 
zusammen und betrachten wir die Tiere, die 4 Stunden nach dem 
Spritzen getétet wurden, also noch einen groBen kiinstlichen UberschuB 
an anorganischem Jod enthalten, so bekommen wir Tabelle XVI; die 
Anordnung entspricht der Tabelle XV. 


Tabelle XVI. 


Der Halogengehalt und die Verteilung der einzelnen Halogenfraktionen bei 
den mit NaJ-Lésung gespritzten, 4 Stunden nach dem Spritzen getéteten 





Tieren. 

1 2 3 4 

Gesamt Anorganisch Organisch Organiseh : 

mg-°/9 mg-/9 mg-°/9 Anorganisch 
Menara ga So hg Sg 51,34 44,38 7,06 0,148 
Oe oe age 8,368 5,269 3,098 0,912 
ae are 564.9 399.5 165.6 0,431 
Gesamt-Halogen .. . 624,608 449,149 175,758 0,391 


Die Verhaltnisse haben sich jetzt so verschoben, da nun bei 
allen drei Halogenen der anorganische Bestandteil den organischen 
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iiberwiegt, und zwar betrigt beim Jod der anorganische Teil etwas 
mehr als das Sechsfache des organischen, beim Brom annahernd das 
Doppelte, ebenso wie vor der Einspritzung des Jods und beim Chlo: 
etwas mehr als das Doppelte, so daB also der Gehalt an anorganischem 
gegeniiber den nicht gespritzten Tieren etwas zuriickgegangen ist 
zugunsten des organischen. Bei den Gesamthalogenen findet sich 
demnach etwa dreimal so viel anorganisches wie organisches, gegen 
iiber dem Verhiltnis etwas viermal so viel anorganisches wie organische~ 
bei den normalen Tieren. AuBerdem ist der Gesamtbromgehalt gegen 
iiber dem bei normalen Tieren etwas erniedrigt. 

Betrachten wir jetzt die bestrahlten Tiere, die 4 Stunden nacl 
dem Spritzen, also 2 Stunden nach dem Bestrahlen getétet wurden 
so ergibt sich die Tabelle XVII, deren Anordnung den Tabellen XV 
und XVI entspricht. 

Tabelle XVII. 
Der Halogengehalt und die Verteilung der einzelnen Halogenfraktionen bei 


den mit NaJ-Lésung gespritzten bestrahlten Tieren. die 4 Stunden nac! 
dem Spritzen getétet wurden. 





1 2 3 4 
Gesamt Anorganisch Organisch Organisch 
mg-° 9 mg-°/ mg-9/ Anorganisch 
(Eger ee 51,27 49,633 1,64 0,0308 
EE ow a Se 10,739 4,815 5,923 1,750 
Gee ese ae Ss 497,8 352,3 145.5 0,387 
Gesamt-Halogen .. . 559,809 406,748 153,063 0,376 


Die Verhiltnisse hahen sich durch die Bestrahlung beim Jod 
und Brom etheblich geandert, beim Chlor jedoch nicht. Wahrend 
vor der Bestrahlung ungefaihr sechsmal mehr anorganisches als orga- 
nisches Jod vorhanden war, ist jetzt der anorganische Bestandteil 
des Jods ungefahr 40mal so groB als der organische. Beim Brom hat 
die Bestrahlung umgekehrt gewirkt. Vor der Bestrahlung war mehr 


-anorganisches Brom vorhanden als organisches. Das Verhiltnis des 


organischen zum anorganischen Brom war 0,9. Nach der Bestrahlung 
jedoch ist 1,75mal so viel organisches als anorganisches Brom vor- 
handen. Beim Chlor ist das Verhiltnis fast ungeindert geblieben 
3,5:1,5 = 2,34 statt 4:1,65 — 2,42. Bei den ungespritzten, be- 
strahiten Tieren wurden Brom und Chlor nicht bestimmt, so da8 wit 
diese Tiere nicht in die vergleichende Ubersicht aufnehmen kénnen. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird ein neu konstruierter Elektrodialysierapparat  be- 
schrieben, der gestattet, die Elektrodialyse als Hilfsmittel bei de1 
quantitativen Analyse zur Trennung ionisierter und nichtionisierte: 
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Substanzen zu benutzen. Der Apparat wird mit Thyroxin- und Salz 
lésungen gepriift. 

2. Es wird festgestellt, daB Brom ein normaler, physiologischer 
Bestandteil weiBer Mause ist. 

3. Der Jodgehalt weiBer Mause wird im Mittel zu 3,42 mg-°, 
der Trockensubstanz bestimmt, der Bromgehalt im Mittel zu 10,11 mg-°,, 
der Trockensubstanz, der Chlorgehalt im Mittel zu 514,9mg-°,. Der 
Wassergehalt der Tiere betrigt im Mittel 67,3°.,. 

4. Es wird das Verhiltnis des organisch gebundenen zum ioni- 
sierten Jod im Mittel zu 1,85, das Verhaltnis des nichtdialysierbaren 
zum dialysierbaren Brom im Mitte] zu 0,624 und beim Chlor im Mittel 
zu 0,297 festgestellt. 

5. Werden den Mausen 8,5 mg Jod als Natriumjodidlésung ein- 
gespritzt, so wird der Bromgehalt erniedrigt, der Chlorgehalt bleibt 
unverandert. 

6. Durch das Einspritzen von anorganischem Jod erhéht sich 
zunachst die Menge des organisch gebundenen Jods. Die Ausscheidungs- 
kurve sowohl fiir das Gesamtjod als fiir das Absinken des anorganischen 
und organischen Jods wird ermittelt. 

7. Durch Bestrahlung mit der Quecksilber-Quarzlampe nimmt 
sowohl bei normalen als auch bei mit anorganischem Jod gespritzten 
Tieren das Verhaltnis von organischem zu anorganischem Jod 
dauernd ab. 

Es erfolgt also eine Mehrbildung dialysablen Jods auf Kosten 
des organisch gebundenen Jods. 

8. Dureh die Bestrahlung‘vermehrt sich das organische Brom 
auf Kosten des anorganischen. Auf die Verteilung des Chlors hat 
die Bestrahlung keinen Einflu8. 
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Beitrag 
zur Frage der Leberverfettung bei Phosphorvergiftung. 


Von 
E. Mislowitzer und E. L. Loewe. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1929.) 


Aus den Versuchen von A. Loewy', ferner von A. Loewy und 
Leibowitz? sowie aus seinen eigenen entnimmt Gubser* folgendes: 
1. Der Gesamt-P-Gehalt der Leber erfahrt bei einer groBen Fett- 
infiltration keine Vermehrung. 


to 


Der Lipoid-P, nachgewiesen im Atherextrakt, erfahrt eine grobe 
Zunahme. 

Er schlieBt hieraus: Da,der Gesamt-P-Gehalt nicht vermehrt 
ist, kann die Zunahme an Lipoid-P nicht die Folge einer Einwanderung 
von Lipoiden sein, sondern sie mu8 sich von einer Veranderung des P 
innerhalb der Leber selbst herleiten. 

»An der Phosphatidbildung miissen demnach Substanzen der Lebe: 
selbst beteiligt sein, wobei es sich im wesentlichen wohl nur um eine Um- 


wandlung von Nuclein-P in Lipoid-P handeln kann.“ (8. 80, Abschnitt 4 
der Zusammenfassung. ) 


Aus den von Loewy mitgeteilten Versuchen, die auch Gubser ver- 
wertet, ergibt sich: Bei den Tieren | bis 3, die nur kurze Zeit im Versuch 
waren, waren die Lebern nicht deutlich verfettet. Der Anteil der 
Lebern dieser Tiere am gesamten Tiergewicht betrug 2,7, 3,94 und 
3,07°,. Bei den iibrigen Meerschweinchen, deren Lebern starke Ver- 
fettungsgrade zeigten, waren die Lebergewichte absolut und relatiy 


! Diese Zeitschr. 185, 287, 1927. 
2 Ebendaselbst 192, 67, 1927. 
3 Ebendaselbst 198, 65, 1928. 
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erheblich héher und betrugen 3.86, 5,38, 5.28 und 7,00°, der Tier- 
gewichte. 


Die Versuche von Loewy und Leibowitz lassen sich nicht in dieser 
Weise iibersehen, da die Tiergewichte nicht angegeben sind. 


Bei den Versuchen Gubsers iiber die P-Vergiftung (Tier Nr. 17 
und 18) betragt das Lebergewicht 4,92 und 4,77 °,, vom Kérpergewicht. 
liegt also ebenfalls erheblich héher als bei den als ungefahr normal 
zu bezeichnenden Tieren Nr. 1, 2 und 3 der Loewyschen Arbeit. 


Zur Klarung der Frage, ob die VergréBerung des Lebergewichts 
weitgehend eine Folge der Vermehrung der fettigen Substanzen ist, 
sind die Gewichtsmengen der Atherextrakte nicht zu verwenden, da 
erstens andere Stoffe als nur Fette mit in den Atherextrakt .iibergehen 
kénnen, und zweitens der Atherextrakt selbst nur einen Teil der fettigen 
Substanzen enthalt (/Jastrowitz!). Die Werte der Tiere Nr.2 und 3 
der Loewyschen Arbeit entsprechen ungefihr den in der Literatur 
bekannten Werten fiir nicht verfettete Lebern (etwa 5°, Fettgehalt). 
Die Unzulinglichkeiten der Atherextraktion zeigt sich aufs neue da- 
durch, daB auch bei den maximal verfetteten und auBerordentlich 
vergréBerten Lebern der Loewyschen Tiere Nr. 4 bis 7, bei denen man, 
nach Angaben der Literatur®, einen Fettgehalt von 20°, und dariiber 
erwarten mub, ein Fettgehalt von ebenfalls nur etwa 5°, angegeben 
wird. 

Aus den Loewyschen Arbeiten und vielfachen Angaben der Literatur 
mit Einschlu8 der menschlichen Pathologie* geht hervor, daB die 
Lebern im Verlauf einer starken Fettinfiltration eine sehr erhebliche 
Gewichtszunahme erfahren. 


Wenn nun bei den sehr vergréBerten Lebern der P-Gehalt pro- 
zentual fast ebenso groB geblieben ist, wie bei den nicht vergréBerten 
(nicht verfetteten), so geht daraus wohl hervor, daB der Gesamt-P- 
Gehalt der Lebern im Verlauf der Fettinfiltration sich ganz wesentlich 
vermehrt hat. Eine Vermehrung des Gesamt-P-Gehalts geht auch 
aus der Ubersichtstabelle von Loewy hervor. Es sind aber fiir die 
SchluBfolgerungen nur die ziemlich gleich gebliebenen prozentischen 
Angaben verwertet worden. Aus der Tabelle ist gleichzeitig ersichtlich, 
daB die Vermehrung der Gesamt-P-Menge im wesentlichen eine Folge 
der Vermehrung des atherléslichen P ist. Die Gesamtmenge des nicht 


? Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 15, 116 ff. 


2 Bei verschiedenen Tieren und auch beim Menschen. 
3 


Menschliche Lebern erreichen eine Gewichtszunahme bis zu 100°, 
bei Verfettungen. (Hanser in Henke-Lubarschs Handb. d. spez. Pathol. 5.) 
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atherléslichen P nimmt nur bei einem Tiere (Nr. 7) zu, wahrend sic 
bei allen anderen Tieren ohne Riicksicht auf den Verfettungsgrad an- 
naihernd konstant ist. 


Unsere Auffassung steht also der Loewys und Gubsers in folgendem 
Punkte gegeniiber: Wir betrachten die Erhéhung des Lebergewichts 
relativ zum Kérpergewicht bei den Tieren Nr. 4 bis 7 von Loewy als 
die Folge des mit der Infiltration von Fett einhergehenden Prozesses 
Das Lebergewicht nimmt absolut und relativ zu, und zugleich mit 
der VergréBerung der Leber findet eine Ve~mehrung des Gesamt-P 
statt, da zusammen mit dem Fett auch P-haltige Lipoide einwandern. 


Wir selbst haben einige Versuche angestellt, allerdings mit ver 
anderter tierexperimenteller Methodik. Wir benutzten Hunde, um 
vor und nach der P-Vergiftung Lebermaterial desselhen Tieres zur Ver- 
fiigung zu haben. Hierdurch hofften wir, tiber die VergréSerung der 
Leber und die Veranderung des P-Gehalts AufschluB zu gewinnea. 
Eine sichere Entscheidung aber tiber die Beziehungen zwischen pro- 
zentischen und absoluten P-Werten im Verlauf der Fettinfiltration 
wire nur méglich, wenn man das Lebergewicht desselben Tieres vor 
und nach der Verfettung bestimmen kénnte. Da diese Forderung 
unerfiillbar ist, bleiben auch unsere Versuche nur Beitriige zu dieser 
Frage. 

Chemische Methodik. 


Um unsere Resultate mit denen Loewys und seiner Mitarbeiter 
vergleichen zu kénnen, haben wir uns im wesentlichen seiner Arbeits- 
weise angeschlossen. Wir trockneten die Substanz zunachst iiber 
Dampf, dann wechselnd im Trockenschrank bei 50 bis 55° und. im 
mit Chlorcalecium beschickten Exsikkator nach Pulverisierung bis zur 
Gewichtskonstanz, die gewéhnlich erst nach 14 Tagen eintrat. Es fanden 
sich noch in den letzten Tagen Gewichtsdifferenzen von 0,5 bis 0,75 °, 
Dann veraschten wir die Substanz im Mikrokjeldahlkolben mit ab- 
gemessenen Mengen rauchender Salpetersiure und Perhydrol (Merck. 
konserviert nach D. R.-P. Nr. 216263). Zur Veraschung mit diesem 
Perhydrol ist noch folgendes zu bemerken: Auch das reinste Praparat 
von Merck ist zeitweise nicht unerheblich P-haltig. Wir haben daraufhin 
jede von uns in Gebrauch genommene Flasche auf ihren P-Gehalt 
hin analysiert und fanden Werte zwischen 0,03 und 0,38 mg P pro 
100 cem?. Loewy und Leibowitz wie auch Gubser gaben dieses Mercksche 


' Die Apotheke der Charité erhielt von der Firma Merck auf eine 
Anfrage den Bescheid, da8 die Firma den P-Gehalt des Perhydrol- 
(D. R.-P. Nr. 216263) nicht angeben kénne, da er nicht auf einem kon- 
stanten Wert zu halten sei. 
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Leberverfettung bei Phosphorvergiftung. 365 


Perhydrol (D. R.-P. Nr. 216263) als P-frei an. Man mu8 annehmen, 
daB sie Portionen aus den einzelnen Flaschen nicht regelmaBig auf P 
untersucht haben. Daher ist zu befiirchten, daB sich bei Loewy und 
Leibowitz wie bei Gubser noch Fehler durch den Gehalt des Perhydrols 
an P eingeschlichen haben, und es wire méglich, da8 manche Un- 
stimmigkeiten ihrer Werte sich hieraus herleiten lassen. Wir haben 
bei jeder Bestimmung also den im Perhydrol enthaltenen P in Abzug 
gebracht. Die veraschte Substanz wurde nach der von Lieb angegebenen 
Methode als Molybdat gefallt und mittels eines Glasréhrchens aus dem 
Reagenzrohr in Mikrogoochtiegel (Staatliche Porzellan-Manufaktur 
Berlin) gesaugt. 


Zur Bestimmung des atherléslichen P wurden die Substanzen 
mit Ather im Soxhlet 15 bis 20 Stunden extrahiert. Nach Vertreiben 
des Athers auf dem Dampfbade wurde der Extrakt und der Riickstand 
abwechselnd im Trockenschrank und Exsikkator wie oben angegeben 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und verascht. 


Methodik der Tierversuche. 


Die Hunde wurden nach Morphiumgaben mit Ather narkotisiert. 
Nach Offnung der Bauchhéhle durch einen Medianschnitt wurde die 
Leber hervorgezogen und genau betrachtet. Nach mehrfachen Unter- 
bindungen wurde ein kleines Lippchen abgetrennt und die Bauchhéhle 
durch Schichtnaht geschlossen. Nach Verheilung der Bauchwunde, die 
sich in 8 bis 10 Tagen vollzogen hatte, wurden wechselnde Mengen einer 
1% igen Lésung von P in Olivenél (40 bis 100 mg P) subkutan gespritzt 
und die Tiere nach 4 bis 6 Tagen in Narkose nach Herausnahme der 
Leber getétet. 


Wir konnten bei der Operation die unyefihre Ausdehnung der Lebei 
feststellen und erkennen, da®B die Leber nach eingetretener Verfettung 
ganz erheblich gréBer war als vorher. Wenn wir auch nicht in der Lage 
sind, die wirklichen Gewichts- und GréBSenverhaltnisse vor und nach det 
P-Vergiftung zahlenmaéBig anzugeben, so haben wir doch auf Grund der 
Betastung und Betrachtung der Leber bei der Operation und nach der 
Tétung den Eindruck, da® sich die Leber wohl auf das Doppelte ver- 
gréBert hat. 


Wie die folgende Tabelle zeigt, ergab sich bei unseren Versuchen ein 
Ansteigen der Atherextraktmenge um etwa das Dreifache nach der P-Ver- 
giftung, Werte, die sich mit den Angaben der Literatur decken. Der relative 
Gesamt-P-Wert sank um etwa 28 bis 37°, so daB selbst dann noch eine 
Vermehrung des Gesamt-P-Gehalts der Leber eingetreten ist, wenn wir die 
GréBenverhaltnisse ganz erheblich iiberschatzt hatten. Der Aather- 
lésliche P stieg relativ zum Gesamt-P nicht unerheblich an. Da nach 
den Untersuchungen von Jastrowitz der Lecithinspiegel im Blute bei de 
P-Vergiftung an der oberen Grenze der Norm liegt, wird man also nicht 
fehlgehen, wenn man die schon im Atherextrakt nachgewiesene erhdéhte 
Gesamt-Lecithinmenge als mit den P-freien Lipoiden eingeschwemmt 
ansieht. 











} 








oye 





366 E. Mislowitzer u. E. L. Loewe: Leberverfettung b. Phosphorvergiftung 





Hund Cl Hund Cll 





Vor Nach ; Vor ‘Nach 
P-Vergiftung | P-Vergiftung P-Vergiftung | P-Vergiftung 


Gespritzte P-Menge in mg . 40 40 
Gewicht der trockenen Leber 

in % der feuchten. ... 31,4 30,5 31,4 29.3 
Atherextraktmenge in mg pro 

g trockener Leber... . 131,8 353,3 102.5 401,0 
Atherextrakt in mg pro g 

feuchter Leber. .... . 4,16 11,6 3,25 15,7 
Gesamt-P in mg prog trocken. 

RE Fa ae ae rear 10,9 7,93 11,1 7,05 
P im Atherextrakt in mg pro 

g trockener Leber... . 1,55 1,62 1,18 1,43 
P im Riickstand in mg pro g 

trockener Leber . ... . 8,67 6,00 8,82 5,65 
P im Atherextrakt in % Ge- 

WN 5 ote 6a ea 14,22 20,4 10,63 20,28 
Ather-P als Lecithin berechnet 

in mg pro g trockener Leber 38,7 40,3 29,3 35,4 
Lecithin in % des Ather- 

CEM. fc eS 29,4 11,3 28,7 8.87 


Zusammenfassend laBt sich also folgendes sagen: 


Die Voraussetzungen Gubsers fiir seine weitgehenden Schluf- 
folgerungen! sind sowohl nach Loewys wie nach unseren Untersuchungen 
als nicht gegeben zu bezeichnen. Demnach fallt der Grund fort, eine 
Umwandlung von EiweiSbestandteilen in Lipoide bzw. eine Wanderung 
des P von Ejiweifstoffen zu Fetten anzunehmen. Die Vermehrung 
des atherléslichen P-Anteils in der Leber bei P-Vergiftung ist als Folge 
einer vermehrten Einschwemmung Atherléslicher P-haltiger Stoffe 
anzusehen. 


1 Er schreibt: Was Virchow vor 80 Jahren lehrte, daB namlich das 
EiweiB als Ausgangsmaterial fiir Fett dienen kénne, scheint sich heute aufs 
neue bestitigen zu wollen, freilich nicht in der chemischen Herleitung. wie 
sie Virchow damals aufstellte. (Gubser, l.c., 8S. 79, Zeile 16ff.) 
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Die Bindungsverhiltnisse 
des Milchkalkes und ihre Bedeutung fiir die Labgerinnung. 


Von 
M. Riidiger und K. Wurster. 


(Mitteilung aus dem Technologischen Institut der Landwirtschaftlichen 
Hochschule Hohenheim.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1929.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


Bei der vorherrschenden Bedeutung, welche den Kalkverbindungen 
in der Milch fiir deren Labgerinnung zukommt, lag es friiher nahe, 
einen direkten Zusammenhang zwischen dem Gesamtkalkgehalt und 
der Labfahigkeit der Milch anzunehmen. Tatsiichlich weisen aber die 
meisten bisherigen Beobachtungen darauf hin, daB zwar der Gesamt- 
kalkgehalt nicht ganz ohne EinfluB, aber kein Hauptregulator der 
Labgerinnung ist. Insbesondere zeigt auch gerinnungstriige Milch 
meist keine auffallende Abweichung des analytisch bestimmbaren 
Kalkgehalts. Der fehlende Zusammenhang zwischen Gesamtkalk- 
gehalt und Labfahigkeit fiihrt also zu dem SchluB, daB der Bindungsart 
des Milchkalkes eine ausschlaggebende Bedeutung zukommt. 

Wir haben versucht, die Rolle des Kalkes in der Milch und seine 
Beziehungen zur Labfihigkeit auf Grund der wechselnden Bindungs- 
verhaltnisse des Milchkalkes naher zu klaren. Hierbei wurde von dem 
bekannten gerinnungsférdernden EinfluB des Zusatzes hochdisperser 
Kalksalze zu Milch ausgegangen. Die Ursache dieser Wirkung wurde 
in einer Verschiebung der Calciumphosphate der Milch gesucht, was 
sich auch durch vergleichende Versuche mit einem entsprechend auf- 
gebauten anorganischen Phosphatsystem bestitigen lie}. Im Verlauf 
der Untersuchungen erwies es sich als notwendig, auch auf die Pufferungs- 
verhaltnisse der Milch naher einzugehen. Hieraus ergab sich folgender 
Weg der Untersuchung: 


1. Der EinfluB eines Calciumchloridzusatzes zu Milch auf deren 
Labfahigkeit und Saureverhiltnisse. 
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368 M. Riidiger u. K. Wurster: 


2. Studien iiber die Pufferung von Milch und Molke. 


3. Vergleichende Untersuchungen iiber das Verhalten eines Modell 
phosphatsystems und der Milch bei der Titration in Gegenwart 
von Calciumchlorid. 


4. Der kiinstliche Aufbau des puffernden Systems der Milch. 


Bisherige Anschauungen iiber die Form des Milchkalkes und seine 
Beziehungen zur Labgerinnung. 


Die Frage nach der Bindungsart und der Verteilung des Milchkalkes 
hat schon eine ganze Reihe von Bearbeitungen gefunden. Engling (1) 
nimmt an, daBb das Casein als Caseintricalciumphosphat in der Milch ent 
halten ist. Nach den haufig zitierten Untersuchungen Séldners (2) sollen 
sich in der Milch 0,0671 % Dicalciumphosphat, 0,0806 °, Tricalciumphosphat 
und 0,0213% Caleiumcitrat befinden, wiaihrend nur 0,0465°% CaO, also 
ein verhaltnismaBig kleiner Teil, an Casein gebunden sind, und zwar als 
kalkiirmeres Di- und _ kalkreicheres Tricalciumcasein. Bosworth und 
van Slyke (3) nehmen fiir die Zusammensetzung der Kalksalze 0,119 ° 
Chlorealeium und 0,175°, Dicaleitumphosphat an. 


Besonderes Interesse fand die Frage, in welchem Lésungszustand sich 
die Kalksalze der Milch befinden, ob sie zum Teil als unlésliche Salze in der 
Milch suspendiert vorliegen, oder ob sie sich in echter oder kolloider Lésung 
befinden. Séldner ist der Ansicht, daB unlésliches Tricaleitumphosphat in 
der Milch als Suspension enthalten ist. Duclaux (4) und Vaudin (5) nehmen 
an, daB die betreffenden Kalksalze nicht unléslich suspendiert sind, sondern 
durch andere Milchbestandteile in Lésung gehalten werden, und zwai 
halt Duclaux zitronensaure Salze fiir die lésende Substanz, Vaudin den 
Milchzucker in Verbindung mit Citraten. Danilewsky (6) nimmt an, dab 
das Calciumphosphat in der Milch in einem halbgelésten, gequollenen 
Zustande vorliegt. Neuerdings wird tiberhaupt das Vorkommen von Tri- 
phosphaten in der Milch bestritten. Grimmer und Schwarz (7) konnten im 
Zentrifugenschlamm kein tertiares Calciumphosphat finden. 


Uber den Anteil des echt gelésten und des kolloidalen Kalkes haben 
Rona und Michaelis (8) Untersuchungen mit der osmotischen Kompensa- 
tionsmethode (Dialyse von Vollmilch gegen Eisen- bzw. Labmolke) an 
gestellt. Sie fanden etwa 40 bis 50% des Gesamtmilchkalkes dialysierbar. 
Straub (9) fand nach derselben Methode rund ein Drittel des Calciums in 
der wasserigen Phase. Gyérgy (10) stellte fest, daB bei der tryptischen 
Verdauung der Milch unter Ausschlu8 einer Saéuerung die Menge des 
diffusiblen Kalkes und Phosphors zunimmt. Er schlieBt daraus, daB das 
Casein der Milch in irgendeiner, noch nicht aufgeklarten Bindung mit 
Calciumphosphat steht. Wha (11) konnte diese Befunde bestatigen. Nach 
Marui (12) ist in der Milch gebundenes Calcium zum Teil als unlésliches. 
aber fein suspendiertes Calcitumphosphat, zum Teil in gréberen Micellen 
an Casein adsorbiert enthalten, waihrend daneben Calcium in teilweise 
ionisierter Form vorhanden ist. 


Mittels Ultrafiltration kann der Milchkalk in zwei Teile getrenni 
werden, den echt gelésten und den kolloidalen Milchkalk. Die Einzel 
teilchen des auf dem Filter zuriickbleibenden Anteils bewegen sich innerhal! 
der GréBenordnung echter Kolloide. 
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Bindungsverhialtnisse des Milchkalkes. 369 


Die Rolle der Kalkverbindungen ist das Kermproblem der Milch- 
gerinnung, d. h. der zweiten Phase des Labungsvorganges, in der nach der 
Hammarstenschen Auffassung das durch die Einwirkung des Labferments 
entstandene Paracasein als unlésliches Paracaseincalcium ausgeschieden 
wird. Die hierbei sich abspielenden Vorginge sind aber im einzelnen noch 
keineswegs geklart. Wir wissen weder, in welchem Zustande sich der ent- 
scheidende Anteil des Calciums in der genuinen Milch befindet, noch in 
welcher Weise er im Kase gebunden ist, und die Theorie von Hammarsten 
ist nur als ein Erklarungsversuch zu betrachten. 

Die bekannte gerinnungsbeschleunigende Wirkung eines Zusatzes 
von hochdispersen Kalksalzen, z. B. Caletumchlorid, zu kalkfreien Casein- 
lésungen oder zu Milch und das Ausbleiben der Gerinnung bei Oxalatmilch 
fiihrten zu der Annahme, da es die Ca-lonen sind, die als ausfaillendes 
Agens in Betracht kommen, zumal Reichel und Spiro (13) eine direkte 
reziproke Proportionalitaét zwischen Gerinnungszeit und Gehalt an Ca-lonen 
innerhalb gewisser Grenzen festgestellt haben wollten. Die Ergébnisse von 
van Dams (14) Untersuchungen dagegen machen es wahrscheinlich, daB die 
Menge des an Casein gebundenen kolloidalen Kalkes mabgebend fiir die 
Koagulationsneigung ist. Die beschleunigende Wirkung des Calcium- 
chlorids fiihrte er auf eine Vermehrung der H-lonen zuriick. Dagegen fand 
Bang (15) auch mit schwach alkalischem Caleciumchlorid Beférderung der 
Gerinnung. Nach van Dam werden 50°, des zugegebenen Calciumchlorids 
fixiert und kénnen nicht mehr im Ultrafiltrat gefunden werden; sie liegen 
daher nicht in ionisierter Form vor. Van Dam schlieBt daraus, daB das 
vom Casein gebundene Calcium die Gerinnung beschleunigt, zumal die 
Bindung von Calciumchlorid in der Milch gerade bei demselben Punkt 
(etwa 1,5°/ 9) Ca) aufhért wie die Parallelitaét mit der Gerinnungsgeschwindig- 
keit. In ahnlicher Weise soli durch einen Citratzusatz zu Milch, der ge- 
rinnungshemmend wirkt, nicht, wie Sabbatani (16) annimmt, eine Ver- 
ringerung der Ca-lonen eintreten, sondern der Caseinkalk angegriffen 
werden, was von Bosworth und van Slyke (17) bestaitigt wird. Weiter fand 
van Dam, daB die Dissoziation der Calciumsalze viel geringer ist, als Reichel 
und Spiro angeben. Auch die bekannte Tatsache, da verdiinnte Milch 
langsamer gerinnt, fiihrt er auf eine Verringerung der Konzentration an 
Caseinkaik, nicht der Ca-Ionen zuriick. Als weiteres Argument gibt van Dam 
an, daB bei Oxalatmilch hauptsachlich der kolloidale Kalk niedergeschlagen 
wird. Bang (15) (18) halt ebenfalls die léslichen Kalksalze von unter- 
geordneter Bedeutung und bezeichnet das an Casein gebundene Calcium- 
phosphat als vorwiegend wichtig fiir die Milchgerinnung. 

Eine andere Streitfrage ist die, ob dem Calcium ein Einflu®B nur auf 
die zweite Phase der Labung, die Paracaseinfallung, zukommt. Schon 
Hammarsten (19) nimmt an, daB die léslichen Kalksalze auch bei der ersten 
Phase, der fermentativen Umwandlung des Caseins, mitwirken. Versuche 
von Rona und Gabbe (20) ergaben, daB bei Zusatz von Kalksalzen (CaCl,) 
nach Beginn der Fermentwirkung regelmaéBig eine Verlangerung der Ge- 
rinnungszeit eintritt. Diese Wirkung des Calciums kann sowohl mit einer 
Verzégerung der Fermentwirkung (erste Phase) wie mit Anderung der 
Fallbarkeit des Paracaseins durch das Calcium (zweite Phase) erklart 
werden. Man darf mit Oppenheimer (21) annehmen., daB auch schon wahrend 
der fermentativen Umwandlung Prozesse vor sich gehen, die sich an dem 
Caseinogen, dem Casein (dem Paracasein Hammarstens) und den_ ver- 
schiedenen Formen des Calciums abspielen und die Gerinnung vorbereiten. 
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Eine einwandfreie und sichere Antwort auf die Frage, welche 
Rolle die Kalkverbindungen der Milch bei dem Labungsvorgang spielen. 
kann nach vorstehendem bis heute noch nicht gegeben werden. So viel 
geht jedoch aus den bisherigen Forschungsergebnissen hervor, dap di 
Bindungsverhiltnisse des Kalkes in der genuinen Milch von hervor 
ragender Bedeutung sind, und daf die kolloidale Phase des Milchkalkes 
entgegen den friiheren Anschauungen eine wichtige Rolle spielt. Daneben 
wirkt der echt geléste Kalk ebenfalls als Fdllungsagens, da dem Ca-TIon 
eine stark koagulierende Wirkung zukommt. 


1. Die Wirkung hochdisperser Kalksalze (CaCl,) auf Milch. 
Der EinfluB von Calciumchiorid auf die Labgerinnung. 


Die gerinnungsbeschleunigende Wirkung eines Zusatzes von Calcium- 
chlorid zu Milch ist seit langem bekannt. Auch wurde schon frih darauf 
hingewiesen, da bei steigenden Zusétzen von Calciumchlorid diese Wirkung 
von einer gewissen Grenze an aufhért. Klein und Kirsten (22) beobachteten 
sogar bei gesteigerten Calciumchloridgaben zunachst eine Abnahme der 
Gerinnungsbeschleunigung und schlieBlich eine Umkehr der Wirkung. 
Auch der Versuch Vieth und Siegfelds (23) 14Bt erkennen, daB die Lab- 
witkung nicht proportional den Calciumchloridzusaitzen erhéht wird, 
sondern bei gréBeren Gaben immer schwacher und ungleichmaSig wachst ; 
auch Rona und Gabbe (20) zeigten, daB durch Calciumchloridzusatz die 
Gerinnungszeit nur verkiirzt wird, sofern kleine Calciumkonzentrationen 
gewahlt werden. Bei gré8eren Konzentrationen tritt eine Hemmung der 
Fermentwirkung ein. 


Ein von uns durchgefiihrter Versuch, dessen Ergebnisse in Abb. | 
graphisch veranschaulicht sind, l4Bt ebenfalls deutlich den Einflu8 
von steigenden Calciumchloridzusaitzen auf die Gerinnungszeit der 
Milch erkennen. 
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Je 44ccm Milch wurden mit steigenden Mengen einer Calcium. 


chloridlésung vom spezifischen Gewicht 1,138 versetzt und mit Wasser 


auf je 50 ccm aufgefiillt. Dann wurde durch Zusatz von 1 cem Lab- 


lésung (0,25 g Labpulver zu 50 ccm Wasser) bei einer Temperatur 
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von 35° C eingelabt und die Gerinnungszeit bestimmt. Auf der Abszisse 
sind die Kubikzentimeter zugesetzter Calciumchloridlésung, auf der 
Ordinate die Gerinnungszeiten in Sekunden aufgetragen. Die Kurve 
beginnt bei einer Gerinnungszeit von 485” und fiallt mit steigender 
Caleiumchloridkonzentration zunichst sehr steil ab. Dann wird ihr 
Verlauf allmahlich immer flacher, und mit einer Gerinnungszeit von 45’, 
entsprechend einem Calciumchloridzusatz von 1,2 cem, erreicht sie 
ihr Minimum, von dem ab sie dann wieder allmahlich ansteigt. 


Es ergibt sich daraus, dag die Anderung der Gerinnungszeit nicht 
proportional dem Calciwmchloridzusaiz verldust. Die Labwirkung wird 
durch kleine Mengen Calciumchlorid innerhalb gewisser Grenzen giinstig 
beeinfluBt, wahrend dariiber hinaus zugefiigtes Calciumcblorid eine 
hemmende Wirkung ausiibt. Der Punkt, bei dem die gerinnungs- 
beschleunigende Wirkung aufhért, wird bei einem Zusatz von 1,2 ccm 
der Calciumchloridlésung erreicht, was einer Calciumkonzentration 
von 1,42°/), entspricht. Dieser Wert stimmt gut mit dem von van Dam 
angegebenen tiberein, der fiir diesen Punkt eine Calciumkonzentration 
von etwa 1,5°/5, fand. 


Der EinfluB von Calciumchlorid auf die Sdureverhdltnisse der Milch. 


Der Zusatz von Calciumchlorid zu Milch beeinfluBt auch deren Saéure- 
verhaltnisse, woriiber ebenfalls schon altere Untersuchungen vorliegen. 
Schon Soxhlet (24) beobachtete eine Erhéhung der Aziditaét der Milch bei 
Zusatz von Calciumchlorid. Untersuchungen von Scheibe sowie von Vieth 
und Siegfeld (23) und von Reiss (25) konnten dies bestitigen. Als be- 
sonders auffallende Erscheinung stellten Vieth und Siegfeld eine darauf 
folgende Verminderung des Saéuregrades fest. Ott de Vries und Boekhout (26) 
konstatierten:ebenfalls die Erhéhung der Aziditét. Mayer ‘27) stellte bei 
einer gr6éBeren Anzahl von Milchen das etreichbare Maximum der Steigerung 
des Séiuregehalts fest, das im Mittel 2,6 bis 2,8 Soxhlet-Henkel-Grade betrug. 
Bei schon geséuerter Milch war die Séuregraderhéhung geringer. In ganz 
derselben Weise wurde bei einem Calciumchloridzusatz zu Labmolke deren 
Sauregehalt erhéht. Réder und Benning (28) versuchten auf Grund der 
Séuregehaltserhéhung die Phosphate der Molke zu bestimmen. 


Auch die Wasserstoffionenkonzentration wird durch einen Calcium- 
chloridzusatz erhéht. Van Dam legt auf die Vermehrung der H-lIonen 
besonderes Gewicht, sie allein soll nach ihm die Gerinnungsbeschleunigung 
verursachen. Nach Laqueur (29) riihrt die Erhéhung der Wasserstoffionen- 
konzentration davon her, daB sich undissoziiertes Ca(OH), bildet, das dem 
Gemisch OH-Ionen entzieht und dadurch indirekt H-lonen frei macht. 
Mit Hilfe von Pufferlésungen kann die H-Ionen vermehrende Wirkung des 
Caleiumchlorids ausgeschaltet werden, wie Rona und Gabbe (20) zeigten. 


Bei eigenen Versuchen zur Klarung der bei Calciumchloridzusatz 
eintretenden Verschiebungen der Siaureverhaltnisse von Milch und 
Molke wurde von vornherein besonderer Wert darauf gelegt, Beein- 
flussungen der Saurekonzentration durch Verdiinnung auszuschlieBen. 
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Die Fliissigkeitsmenge wurde daher jeweils durch Auffiillen mit Wasser 
auf ein bestimmtes Volumen gleich gehalten und die potentielle und 
aktuelle Aziditaét bei steigenden Calciumchloridzusitzen verfolgt 
(vgl. Tabelle I). In Abb. 2 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt 


T'abelle I. 


EinfluB von Caleciumchlorid auf die Saureverhaltnisse von Milch und Molke 


















































Ca Cly-Lisung Milch Molke 
(¢ = 1,138) Sturegrad nach ~s Sturegrad nach | ante 
ecm S.-H Pu S.-H. PH 
it) 5,6 6,68 8,1 6.61 
0,2 6,5 6,61 4,4 6,56 
0,4 7,1 6,50 48 6,50 
0,8 pe 3 6,34 5.6 6,34 
1,0 7,8 6,24 5,7 6,24 
1,2 7,9 6,15 5,8 6,15 
1,4 8,0 6,12 — — 
2.0 8,0 5.96 5,8 5,94 
3,0 8,0 5,78 5,8 5,73 
4,0 8,0 5,64 | 5,8 5,63 
5,0 8,0 5,57 5.8 5,52 
10,0 8,0 5,32 5,8 5,40 
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39-7 ee. 


i ES Ne Lr 
cem Ca Cl,-Losung(s=7,138) 
Abb. 2. 


Die Kurve fiir den potentiellen Sduregrad steigt nach ihrem Beginn 
bet 5,6 nach Soxhlet-Henkel sehr steil an und erreicht bei einem Calcium 
chloridzusatz von 1,4 ccm ihr Maximum, auf dem sie konstant bleibt. Die 
bei pa = 6,68 beginnende Kurve der aktuellen Aziditat fallt zunachst 
ziemlich rasch ab, flacht sich aber immer mehr ab und nahert sich 
asymptotisch einem Minimum. Das Maximum der Titrationsaziditit 
liegt um 2,4 nach Soxhlet-Henkel héher als der urspriingliche Saure- 
grad und wird erreicht bei einer Calciumkonzentration von 1,35° 


also ungefahr in demselben Konzentrationsbereich, in dem die ge 
rinnungsférdernde Wirkung des Calciumchlorids aufhért. Weitere 
Calciumchloridzusitze bleiben ohne Einflu8 auf den Séauregehalt 
Diese Tatsache steht in scheinbarem Widerspruch zu der Beobachtung 
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von Vieth und Siegfeld, wird jedoch bei einem Vergleich der Versuchs- 
methodik ohne weiteres verstindlich. Die Wiederabnahme des Saure- 
gehalts bei Vieth und Siegfeld ist nur eine scheinbare und durch die 
Verdiinnung bedingt, die durch die zugesetzte Calciumchloridlésung 
erfolgt, da das Volumen nicht konstant gehalten wurde. Die Kon- 
zentration der H-Ionen nimmt stiindig zu, jedoch nicht proportional den 
Calciumchloridzusdtzen, vielmehr nimmt der EinfluB des Calciumchlorids 
mit steigender Konzentration ab. 


Bei Labmolke ist unter denselben Versuchsbedingungen der Verlauf 
der Kurven ein ahnlicher. Die py-Kurve fallt fast mit der von Milch 
zusammen. Auch der Verlauf der Kurve fiir die Titrationsaziditat ist 
im Prinzip genau derselbe wie bei Milch, nur sind simtliche Werte 
entsprechend dem niedrigeren Sauregrad der Molke nach der alkalischen 
Seite hin verschoben. Das Maximum der Siuregehaltserhéhung betrigt 
2.7 nach Soxhlet-Henkel und wird durch 1,2 cem Calciumchloridlésung, 
entsprechend 1,2°/,, Ca, erreicht. 


Zusammenhang zwischen Labfdhigkeit und Sdureverhdltnissen. 

In einem weiteren Versuch wurden die Verainderungen von Lab- 
fahigkeit und Saureverhaltnissen zusammen verfolgt, doch wurde in 
diesem Falle an Stelle der konzentrierten Calciumchloridlésung mit 
n/2 Caleciumchloridlésung gearbeitet, da nach dem steilen Anstieg 
der Kurve fiir die Titrationsaziditét in Abb. 2 zu erwarten war, da 
sich die wesentlichsten Umsetzungen schon bei verhaltnismaBig niedriger 
Caleciumkonzentration abspielen. Die graphische Darstellung in Abb. 3, 
bei welcher auf der Abszisse die Kubikzentimeter n/2 Calciumchlorid- 
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lésung und auf der Ordinate links die Gerinnungszeiten in Sekunden. 
rechts die aktuelle Aziditat in py und die potentielle Aziditat in Soxhlet - 
Henkel-Graden aufgetragen sind, zeigt fiir die Kurven den bereits 
im einzelnen diskutierten Verlauf. 

Es 1a4Bt sich auch hier deutlich erkennen, daB das Aufhéren der 
gerinnungsbeschleunigenden Wirkung des Calciumchlorids ungefahr in 
denselben Calciumkonzentrationsbereich fallt, in dem das Calcium. 
chlorid auch seinen den Sauregehalt erhéhenden Einflu8 verliert 
Dieser Bereich entspricht einer Calciumkonzentration von etwa 1,4°/,, 
Die H-Ionenvermehrung geht dagegen iiber diese Konzentration hinaus 
weiter. 

Die Tatsache, daB die gerinnungsbeschleunigende und die saure. 


erhéhende Wirkung fast parallel verlaufen, kénnte zu der Vermutung f 


fiihren, daB die Anderung der Gerinnungszeit lediglich durch die Er- 


héhung des Séuregehalts bedingt sei, zumal ja bekannt ist, daB dic 


Labgerinnung wesentlich durch die potentielle Aziditaét der Milch 
beeinfluBt wird. 


Schon Storch und Segelcke (30) machen auf diesen Umstand aufmerk- 
sam. Die Beziehungen zwischen Gerinnungszeit und Saéuregehalt wurden 
spiter von Aufsberg (31), Allemann und Schmidt (32) und Siegfeld (23) 
eingehender untersucht. Grimmer und Kriiger (33) leiteten sogar eine 
mathematische GesetzmaBigkeit ab, nach welcher mit zunehmende: 
Saéuerung die Gerinnungszeiten einer logarithmischen Kurve folgen und 


Exponentialfunktionen des titrimetrisch feststellbaren Saéuregehalts sind. F 


Ware aber die oben aursgesprochene Annahme richtig, so miiBte 


es auf die Gerinnungsdauer ohne Einflu8 sein, auf welche Weise, ob — 


durch Selbstsaiuerung, kiinstliche Siuerung oder durch Calciumchlorid- 
zusatz, der Sauregra hergestellt wird. Vieth und Siegfeld (23) aber 


stellten bereits fest, daB bei demselben Siuregrad, wenn er durch f 


Milchsaure erzielt wird, die Labintensitét eine durchaus andere war 
wie bei Calciumchloridzusatz. Wir fanden bei einem Sauregrad von 
8,8 nach Soxhlet- Henkel, erzielt durch Salzsiurezusatz, eine Gerinnungs- 


dauer von 4 Minuten 10 Sekunden, wihrend sich Milch, die durch > 


Zusatz von Calciumchlorid auf denselben Saéuregrad gebracht war, schon 
in 2 Minuten 10 Sekunden dick legen lie. Bei einem anderen Versuch 
waren die Gerinnungszeiten 3 Minuten 25 Sekunden bzw. 1 Minute 


15 Sekunden, bei 9,5 nach Soxhlet-Henkel eingestellt durch Salzsaure- 


bzw. Calciumchloridzusatz. 


Es ergibt sich daraus zundchst, dap die Labungsintensitat nicht allein ¥ 
vom Sduregehalt abhdngig ist, sondern wesentlich auch durch die Wasser} 


stoffionenkonzentration der Milch beeinfluBt sein muf. 


Van Dam (14) stellte eine direkte Proportionalitét zwischen der Ge- 
schwindigkeit der Labgerinnung und der H-lonenkonzentration fest. 
Auch nach Allemann (34) ist die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Lab- 
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germnung eine Funktion der aktuellen H-lonen. Zu einem dhnlichen 
Ergebnis kommen Luers und Diem (35). Mundinger (36) schlieBt ebenfalls, 
daB die Labgerinnung hauptsachlich von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhangig ist und wahrscheinlich der von Grimmer und Kriiger (33) fiir 
die potentielle Aziditat aufgestellten logarithmischen GesetzmaBigkeit folgt. 


Van Dam sieht daher in der Erhéhung der Wasserstoffionen- 
konzentration die einzige Ursache der Gerinnungsbeschleunigung bei 
Zusatz von Calciumchlorid. Da8 auch diese Theorie nicht richtig sein 
kann, geht daraus hervor, da$ die Gerinnungsbeschleunigung auch 
dann auftritt, wenn die Wasserstoffionenkonzentration mit Hilfe von 
Pufferlésungen auf derselben Hohe gehalten wird [ Rona und Gabbe (20)}. 
Auch ein Vergleich der Kurven fiir die Gerinnungszeit und die py in 
Abb. 3 148t erkennen, daB in dem Falle des Calciumchloridzusatzes 
eine. gesetzmaBige Abhangigkeit der Gerinnungszeit von der pg in 
dem oben ausgefiihrten Sinne nicht besteht. Die py andert sich gleich- 
sinnig weiter, wahrend die Gerinnungszeit nur bis zu einem Minimum 
ab-, dann aber wieder zunimmt. 


2. Die Pufferung von Milch und Molke. 


Allein aus den Anderungen der potentiellen oder aktuellen Aziditat lapt 
sich also die gerinnungsférdernde Wirkung des Calciumchlorids nicht erklaren, 
da sein Zusatz sich auf Titrationsaziditat und Wasserstoffionenkonzentration 
ganz verschieden auswirkt. Bei séiuernder Milch wurde von Grimmer und 
Benduski (37) eine ahnliche Untersuchung durchgefiihrt. Sie fanden, daB 
die Wasserstoffionenkonzentration anfanglich nahezu parallel dem Séure- 
gehalt steigt, spater aber viel rascher, woraus sie schlossen, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration eine Exponentialfunktion der Titrationsaziditat 
darstellt. Nach neueren Anschauungen geniigt die Bestimmung der 
aktuellen und der potentiellen Aziditét nicht, um die Eigenschaften eines 
sauren Systems eindeutig zu definieren, sondern es ist hierfiir auch die 
Beriicksichtigung der vorliegenden Pufferungsverhiltnisse notwendig. 
[Vg]. Henderson (38), Koppel und Spiro (39), Michaelis (40), van Slyke (41), 
Tdujfel und Wagner (42).] 

Wahrend sich die Pufferungskapazitit bei Systemen, bei denen die 
Konzentration saémtlicher variabler Reaktionsteilnehmer bekannt ist, 
rechnerisch ableiten la8t, kann bei komplizierten physiologischen Systemen, 
wie der Milch, ihre Ermittlung nur empirisch durch Aufstellung von 
Titrationskurven erfolgen. Diese erhilt man, wenn man auf der Ordinate 
eines Koordinatensystems den Wasserstoffexponenten und auf der Abszisse 
die zugegebene Menge Saéure bzw. Lauge auftrigt. Die Titrationskurve 
eines Systems 14B8t den Pufferungsbereich als annifhernd geradliniges 
Kurvenstiick erkennen. Bei Erreichung eines Aquivalentpunktes tritt im 
allgemeinen ein pq-Sprung auf. Die Pufferungskapazitit fiir das angendhert 
geradlinige Kurvenstiick ist durch die Kotangente seines Neigungswinkels 
gegen die Abszisse definiert. 

Im Schrifttum findet auBer kurzen alteren Hinweisen auf die reaktion- 
regulierende Wirkung der Milch [Allemann (34), Buchanan und Petersen (43), 
Nis Petersen (44)] die Pufferungskapazitit der Milch erst in neuerer Zeit 
mehr Beachtung. Streit (45) stellte fiir Milch und Molke einige Titrations- 
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kurven auf, und Richter (46) studierte den EinfluB der Pufferung auf die 


Entwicklung der Bakterienflora der Milch. Umfangreichere Untersuchungen 
in dieser Richtung fehlen aber. Eine eingehende experimentelle Unter- 
suchung des puffernden Systems der Milch erschien daher speziell im Zu- 
sammenhang mit der Kalkfrage wiinschenswert. 

In Abb. 4 sind Titrationskurven von Milch und Labmolke wieder- 
gegeben, wie sie sich bei schrittweiser Titration mit n/4 NaOH bzw. 
n/4 HCl ergeben (vgl. Tabelle II). 


Titration von frischer und gekochter Milch bzw. Labmolke. 


Tabelle Il. 

















Pu 

nj/4 ——_—— n4 ——— — 

HCl Milch Labmolke NaOH Milch Labmolke 

ecm frisch | gekocht frisch gekocht cem frisch gekocht frisch gekocht 
0 6,67 6,60 6,65 6,31 0 6,67 6,60 6,65 6,31 
1 6,36 6,24 6,01 5,64 1 7,07 7,04 7,23 7,10 
2 6,08 5,92 5,36 5,05 2 7,57 7,55 7,90 8,00 
3 5,82 5,68 4,84 4.59 3 8,07 8,22 9,14 9,33 
4 5,62 5,47 449 4,08 4 — 9,12 10,04 11,31 
5 5,42 5,36 4,19 3,91 5 9,48 9,68 10,51 19,64 
6 5,23 5,18 3,87 3,60 6 9,90 10,10 10,88 10,95 
7 5,10 35,01 3,54 3,22 7 10,34 — 11,07 _ 
8 4.89 4.84 3,20 2,86 8 10,46 10,61 11,18 | 11,26 
+] 4,71 4.67 2,87 2,57 9 10,67 — — — 

10 4.50 4,47 2,61 2,36 10 10,86 10,79 11,47 | 11,51 

12 4,08 4,09 2,21 2,21 12 11,19 — — - 

14 3,67 3,68 2,10 2,05 

16 3,22 3,25 

18 2,81 2.80 
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Bei der graphischen Darstellung sind auf der Abszisse direkt die 
Kubikzentimeter n/4 Lauge bzw. Saure aufgetreten. Titriert wurden 
5h) cem Milch bzw. Molke, und zwar nach der sauren Seite hin mit 
der Chinhydronelektrode, nach der alkalischen Seite mit der Wasser- 
stoffelektrode. Die Titrationskurve der Milch zeigt im sauren Gebiet 
einen langsamen, fast stetigen Anstieg bis zur Ordinatenachse. Im 
alkalischen Gebiet ist der Anstieg viel steiler und zeigt einen allerdings 
nicht sehr stark ausgepragten py-Sprung. Im Gebiet des Saurezusatzes 
lassen sich drei wenig unterschiedene Pufferungszonen abgliedern, und 
zwar die Kurvenabschnitte zwischen pg = 2,81 bis pq = 4,89, pa = 4.89 
bis 5,62 und py = 5,62 bis 6,67. Die Pufferungskapazitaten fiir diese 
drei Abschnitte betragen 2 0,024, x 0.027 und x = 0.019. Der 
mittlere Abschnitt ist also am starksten gepuffert. Die mittlere 
Pufferungskapazitat fiir das gesamte Gebiet des Saurezusatzes’ betragt 
ax = 0,023. Nach der alkalischen Seite hin errechnet sich fiir den 
Kurvenabschnitt von py = 6,67 bis 7,57 eine Pufferungskapazitat 
x = 0,011. Dariiber hinaus kommt eine Pufferung nicht mehr in Frage, 
da sich in dem steilen Anstieg der Kurve ein py-Sprung ausdriickt. 
Durch einen Laugezusatz wird demnach die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Milch starker verandert als durch einen Saurezusatz. 
Strest (84) gibt fiir Saure- und Laugezugabe die Pufferungskapazitaten 
a = 0,024 und a = 0,011 an, die mit den von uns gefundenen gute 
Ubereinstimmung zeigen. Die Milch stellt demnach ahnlich wie andere 
biologische Fliissigkeiten ein gut gepuffertes System dar. Aus der 
Kurve kann auch die urspriingliche Titrationsaziditét des Systems 
entnommen werden, und zwar ergibt sie sich als vom Nullpunkt aus 
gerechnete Abszisse des Kurvenpunktes mit der Ordinate py = 8,4 
(Umschlagspunkt von Phenolphthalein). Da zur Titration 50 cem Milch 
verwendet wurden, muB der gefundene Laugenverbrauch noch ver- 
doppelt werden, um Soxhlet-Henkel-Grade zu erhalten. Im vorliegenden 
Falle ergibt sich fiir die Milch ein urspriinglicher Sauregrad von 7,2 
nach Soxhlet-Henkel. 

AuBer Frischmilech wurde auch gekochte Milch untersucht, um 
festzustellen, ob die durch das Kochen bewirkten Veranderungen, ins- 
besondere die Albuminausfallung, einen Einflu8 auf den Kurvenverlauf 
ausiiben. Letzterer weicht jedoch nur wenig von dem der Frischmilch 
ab. Die px ist annahernd dieselbe, wihrend die Titrationsaziditat mit 
6,4° nach Soxhlet-Henkel niedriger als die von frischer Milch ist. Als 
Pufferungskapazitaten fiir die Kurvenabschnitte von py = 3,25 bis 4,84, 
Pu = 4,84 bis 5,68, px = 5,68 bis 6,60 und py = 6,60 bis 7,55 errechnen 
sich die Werte 2 = 0,025, 0,030, 0,016 und 0,010. 


Der Verlauf der Molkenkurve ist wesentlich verschieden von dem 
der Milchkurve, und zwar ist er bedeutend steiler und auch etwas 
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unregelmaBiger. Auch hier lassen sich einzelne Kurvenstiicke mit 
verschiedener Neigung unterscheiden, und zwar zwischen pg = 2,6) 
bis 4,84, pa = 4,84 bis 6,65 und pg = 6,65 bis 7,23 mit den Pufferungs. 
kapazitaten 7 = 0,016, 0,008 und 0,009. Streit gibt fiir dieselben Ge- 
biete Werte von w = 0,016, 0,008 und 0,007 an. Die aktuelle Aziditiit 
der Molke ist fast dieselbe wie die des Ausgangsmaterials der Milch 
[Allemann, Mundinger (47)]. Die Titrationsaziditét ist dagegen 
wesentlich niedriger. Aus der Tatsache, daB die Pufferungskapazitit 
des Labserums gegeniiber derjenigen von Milch wesentlich verringert ist 
lift sich der SchluB ziehen, daB die bei dem Labungsvorgang ausgefaliten 
Substanzen, in erster Linie das Casein, im normalen Milchsystem als 
starke Regulatoren wirken. 


In der Molke sind noch die léslichen, hitzekeagulablen Eiweib- 
stoffe (Lactalbumin und Lactoglobulin) enthalten. Um auch diese 
noch zu beseitigen, wurde die Molke gekocht und von dem entstandenen 
Niederschlag abfiltriert. Fiir diese gekochte und enteiweiBte Molke 
ergibt sich eine Titrationskurve, deren Verlauf derjenigen der un- 
gekochten Molke sehr ahnlich ist. Die pg der gekochten Molke wurde 
etwas niedriger gefunden, ebenso war die Titrationsaziditét verringert 
Die Pufferungskapazitaten fiir die Kurvenabschnitte zwischen pg = 2,57 
bis 4,59, pa = 4,59 bis 7,10 sind w = 0,015 und 0,008. Ein Vergleich 
der Pufferungskapazitaten von gekochter und ungekochter Labmolke 
zeigt, daB beide Systeme sich hinsichtlich der Pufferung kaum unter- 
scheiden. Hieraus und aus der Ahnlichkeit der Titrationskurven kann 
ebenso wie bei gekochter Milch der SchluB gezogen werden, daf 
die hitzekoagulablen LEiweifstoffe (Lactalbumin und Lactoglobulin) 
fiir die Pufferung von Milch und Molke nur von untergeordneter Be- 
deutung sind. 


8. Untersuchungen iiber das Verhalten eines Modellphosphatsystems und der 
Mileh in Gegenwart von CaCl,. 


Die Bedeutung der Phosphate fiir die Sdureverhdltnisse. 


Auch die Molke charakterisiert sich noch als ein verhaltnismaBig gut 
gepuffertes System. Es miissen sich demnach auch unter den in der Molke 
gelésten anorganischen Stoffen gute Regulatoren befinden. Als deren 
wichtigste wurden schon von Allemann (34) die Phosphate angenommen. 
Auch nach Buchanan und Petersen (43) ist die Pufferung der Milch in erste: 
Linie auf den Gehalt an Phosphaten zuriickzufiihren, die neben dem Casein 
als Grundlage des puffernden Systems angesehen werden kénnen. Bei 
den zahJreichen Umsetzungsméglichkeiten zwischen Calcium- und Phosphat- 
ionen ist anzunehmen, daB die Verschiebung des Saéure-Basengleichgewichts 
durch Zusatz von Calciumchlorid auf Umsetzungen in den Phosphaten 
zurtickzufiihren ist und dadurch auch die Pufferungsverhaltnisse beeinflulit 
werden. Von verschiedenen Seiten wurde auch schon versucht, eine Er- 
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klarung fiir die Anderung der Saureverhaltnisse bei Calciumchloridzusatz 
auf dieser Grundlage zu finden. 

Vieth und Siegfeld (23) nehmen an, da®B die Steigerung der Aziditat 
durch eine Reaktion zwischen Calciumphosphat und Calciumchlorid bewirkt 
wird, die nach den Gleichungen 

CaH,(PO,), + CaCl, = Ca,H,(PO,), + 2 HCl, 

Ca,H,(PO,), + 2 CaCl, = Ca,(PO,), + 4HCl 
vor sich gehen soll. DaB ein Niederschlag erst auf Zusatz von Alkali entsteht, 
erkliren sie dadurch, daB die Reaktion in der angegebenen Weise erst 
eintreten kann, wenn die freiwerdende Saéure neutralisiert wird. Ott de Vries 
und Boekhout (26) fiihren die Erhéhung der Aziditét darauf zuriick, daB 
ein Teil des Kalkes an das Casein gebunden wird. Nach Bosworth und 
van Slyke (48) soll sich beim Titrieren der Phosphate in Gegenwart von 
Ca-Salzen das neutrale Dicalciumphosphat hydrolysieren und in Calcium- 
hydroxyd und Phosphorséure iibergehen. Das erstere verbindet sich mit 
zweiwertigem Phosphat zu ausfallendem Tricalciumphosphat. 

Bei der Titration der Milch mit Natronlauge entzieht sich das ent- 
stehende Tricalciumphosphat, da es unldéslich ist, der Bestimmung, wiihrend 
die gebildete Phosphorséure die Aziditaét erhéht. Réder und Diem (49) er- 
klaren den Mehrverbrauch an Lauge beim Titrieren von Monocalciumphosphat 
bei Gegenwart von Calciumchlorid dadurch, daB8 in diesem Falle bis zur Tri- 
phosphatstufe titriert wird. Auch bei der Titration von Mono- und Di- 
phosphaten von Alkalien in Gegenwart von Calciumchlorid soll das ent- 
stehende Monocalciumphosphat bis zur tertiéren Stufe titriert werden. 
Barthel (50\ weist ebenfalls darauf hin, daB bei Anwesenheit von Calcium- 
salzen die Titration der Phosphorséure als zweibasische Saure durch Bildung 
von schwer léslichem Tricalciumphosphat gestért wird nach der Formel 

3Cat* + 2HPO,~ = Ca,(PO,), + 2 Ht. 

Bei der Neutralisation werden die freien H-lonen weggenommen, was 
zur Folge hat, daB das Gleichgewicht veraindert wird und aufs neue Tri- 
calciumphosphat und H-lonen gebildet werden. Der Erklarungsversuch 
Barthels kommt, wie unten zu zeigen sein wird, den tatséchlich vorliegenden 
Verhaltnissen am néachsten. 

Ubereinstimmend fiihren also fast simtliche Autoren die Verschiebung 
der Saureverhaltnisse aut Umsetzungen der Phosphate zuriick. Die Versuche, 
diese Umsetzungen auf eine stéchiometrische Formel zu bringen, kénnen 
aber nur Einzelmomente des Reaktionsvorganges erfassen. Die tatsachlichen 
Séureverhaltnisse miissen vielmehr von den durch das Massenwirkungs- 
gesetz bedingten Gleichgewichten aller vorhandenen Ionenarten abhangig 
sein, deren wichtigste die Calcium-, Phosphat- und H- bzw. OH-Ionen sind. 
In seiner speziellen Bedeutung fiir die Agrikulturchemie wurde das System 
CaO—H,O—P,0, schon wiederholt eingehend untersucht. 

Eine zusammenfassende Darstellung der ganzen Frage gibt Sakur (51) 
in dem Abschnitt tiber Calciumorthophosphat in Abeggs Handbuch der 
anorganischen Chemie. Die Lésungen aller Kalkphosphate sind nur Punkte 
einer kontinuierlichen Reihe von beliebigen Mischungsverhaltnissen von 
Ca (OH),und H,PO,. Eingehende systematische Untersuchungen tiber das 
System CaO—H,O—P,0, wurden von Basset (52) durchgefiihrt, der auch 
verschiedene Bodenk6érper genauer charakterisierte. Die Verbindungen mit 
héherem Kalkgehalt als das Tricalciumphosphat enthalten nach seinen 
Untersuchungen Tetracalciumphosphat, das in Beriihrung mit wasseriger 
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Lésung ziemlich stabil ist. Durch Auflésung eines Bodenkérpers kann sich 
die Aziditét andern, oder es kénnen umgekehrt durch Saéurezusatz die 
Bodenkérper verandert werden. Der Gehalt einer Lésung an Calcium- 
phosphaten kann um so gréBer sein, je gréBer ihr Gehalt an Wasserstoff- 
ionen ist. Es ergibt sich hieraus, daB die Reaktion von wesentlichem EinfluB 
auf das System CaO—H,O—P,0O, sein mus (Sakur). 

Wohldefinierte Bodenkérper wurden bei diesen Untersuchungen stets 
nur nach einem laingeren Ruhezustand des Systems gefunden. Die Ver- 
anderungen bei einzelnen Bodenkérpern sind, wie von Wrangell (53) bei 
ihren Léslichkeitsstudien und Basset (52) bei Dilatometerversuchen zeigen 
konnten, Umsetzungen, die erhebliche Zeit in Anspruch nehmen. Auch im 
speziellen Falle der Titration von Milch wird das Ergebnis also nicht nur von 
den durch die Ionenkonzentration bedingten Umsetzungen, sondern auch von 
der Zeit abhdngen, die dem System zur Einstellung des Gleichgewichts gelassen 
wird. 

Das System H,PO,—CaCl, bei der Titration. 

Da in der Milch wie in jeder physiologischen Fliissigkeit die zahl- 
reichen organischen und anorganischen Nebenbestandteile Kompli- 
kationen veranlassen, wurde versucht, die fiir die Milch bestimmenden 
Verhaltnisse an einem Modellsystem zu studieren. Zu diesem Zwecke 
wurden zunichst Titrationskurven fiir das System H,PO,—CaCl, 
aufgestellt, wobei die Konzentration des CaCl, variiert wurde 
(Tabelle IIT). 

Tabelle II. 


Titration des Systems H,PO,—CaCl,. 











\ Pa 
n/4 cers mane er eee 
NaOH 1 . 2 3 4 5 
0% 0,244 9/5 0,732 °/9 1,464 9/5 4,88 9/9 
cem Ca Cle CaCl, CaCl, Ca Cle Ca Cle 
0 1,93 1,90 1,97 1,88 1,70 
2 2,07 2,05 2,14 2,05 1,93 
4 2,36 2,31 2,38 2,22 2,17 
6 2,83 2,76 2,83 2,66 2,60 
7 3,48 3,31 3,48 3,26 3,14 
8 5,75 5,36 5,10 4,87 4,45 
8,5 _— 5,70 5,20 5,11 4,77 
9,0 6,27 5,79 4,94 4,89 | 4,84 
9,5 — 5,71 4,85 4,81 4,72 
10 6,56 5,56 4,89 4,80 4,55 
11 6,75 5,79 5,03 4,85 4,51 
12 6,22 — 4,96 4,53 
13 1 Of 5,48 pa 4,58 
14 7,51 _ — 5,10 — 
15 7,89 | 7,80 6,18 — | . 4,74 
16 9,14 7,82 6,99 5,55 — 
17 — 9,33 8,78 — 4,91 
18 aw ~ or 6,70 ae 
19 | As ab 8.39 5,24 
21 _ _ ~~ — 7,48 
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Ausgegangen wurde von einer m/30 H,PO,, deren Konzentration 
ungefahr der in der Milch anorganisch gebundenen Phosphorsiure 
entspricht. Die Titrationskurve der reinen Phosphorsiure (Abb. 5, 
Kurve 1) zeigt den bekannten Verlauf einer dreibasischen Siure, deren 
Dissoziationskonstanten fiir die verschiedenen Stufen weit auseinander- 
liegen, mit ihren zwei py-Spriingen. 
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Abb. 5. 
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In den weiteren Versuchsreihen (Abb. 5, Kurven 2 bis 5) wurde 
Phosphorsaiure mit steigenden Mengen Calciumchlorid (0,244, 0,732, 
1,464 und 4,88°,, CaCl,) versetzt und jeweils dié Titrationskurven 
bestimmt. In der primaren Stufe bis zum ersten py-Sprung zeigen 
simtliche Kurven fast denselben Verlauf. Beim Ubergang zur 
sekundiren Stufe zeigen die Titrationskurven des Systems H,PO, 

CaCl, in ihrem Verlauf eine Unregelmabigkeit. Es tritt ein Kurven- 
knick auf. Zugleich beobachtet man bei der Titration das-Auftreten 
eines Niederschlags. Es kann sich an diesem Punkte nur um die Bildung 
eines Calciumphosphats handeln, das als schwer léslicher Bodenkérper 
ausfillt. Dadurch werden Ca-Ionen festgelegt, und das Gleichgewicht 
wird gestért. Durch die Bildung des schwer léslichen Calciumphosphats 
werden die H-Ionen vermehrt, wodurch sich die Knickbildung in der 
Kurve erklart. Der Punkt, bei dem Niederschlagsbildung eintritt, 
ist in Ubereinstimmung mit dem Massenwirkungsgesetz stark von 
der Ca-Ionenkonzentration abhangig. Mit zunehmender Calcium- 
konzentration verschiebt er sich nach der sauren Seite. Selbst bei 


der niedrigsten in unserem Versuch angewendeten Calciumchlorid- 
konzentration liegt dieser Punkt bereits bei pg = 5,8. In Systemen, 
die bei der Phosphorsturekonzentration der Milch die gleichen oder gré Bere 
Mengen Ca-Ionen als Milch enthalten, kénnen bei einer Reaktion von 
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pu = 6,5 bis 6,6, wie sie Milch aufweist, die beiden Ionenarten also 
nicht mehr ungestért in Lisung nebeneinander bestehen, miissen vielmehr 
auch Bodenkérper bilden. Auf die Verschiebung des py-Sprunges nach 
der Seite gréS®eren Laugenverbrauchs wird spater einzugehen sein 
Bei weiterschreitender Titration geht die Calciumphosphatbildung 
weiter. Die Kurven zeigen ein langsameres Ansteigen, da die zugesetzten 
OH-Ionen gegeniiber den frei werdenden H-Ionen iiberwiegen. Die 
Pufferung nimmt mit der Calciumchloridkonzentration zu. Die 
Pufferungszone reicht bis zum zweiten py-Sprung. 

In einem weiteren Versuch wurde der Einflu8 steigender Calcium- 
chloridzusatze auf die Saureverhaltnisse eines H, PO,—CaCl,-Systems 
untersucht, das hinsichtlich der CaO- und P,O,-Konzentration un- 
gefihr der Milch entspricht und mit NaOH in den Reaktionsbereich 
von Milch gebracht war. In Abb. 6 sind die Ergebnisse (Tabelle IV) 
graphisch dargestellt. 

Tabelle IV. 


EinfluB von Calciumchlorid auf die Saéureverhaltnisse eines Calciumchlorid- 
phosphorséuresystems. 





Fiir 100 eem 






Ca Cl,-Liésung verbraucht 
(s = 1,138) PH n/4 NaOH 
ecm com 
0 6,57 5,5 
0,5 5,52 9,5 
1 5,91 11,5 
2 4,73 13,5 
8 4,56 14,0 
+ 4,37 14,0 
5 4,17 14,0 
10 3,90 14,0 
15 
S P, 
8 
S 
37 
S 
- 
Ps 
: 40 
S 5 


7 ¥ 
cem Ca Cl,-Losung auf s0ccm 
Abb. 6. 


Auf der Abszisse sind die auf 50 ccm zugesetzten Kubikzentimeter 
Calciumchloridlésung (s = 1,138) und auf der Ordinate links die 
Titrationsaziditat in Soxhlet-Henkel-Graden und rechts die py-Werte 
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aufgetragen. Die Sauregehaltskurve steigt zunichst steil an und erreicht 
bei einem Zusatz von 3ccm Calciumchloridlésung ihr Maximum, auf 
dem sie bleibt. Die py-Kurve zeigt in ihrem Verlauf zuerst ein steiles 
Abfallen und nahert sich dann asymptotisch einem Minimum. Die 
Verschiebung der Sdureverhdltnisse ist demnach derart, daf der potentielle 
Sduregrad bis zu einem Maximum gesteigert wird, iiber das hinaus weitere 
Calciumchloridzusdize ohne Wirkung bleiben, wiihrend die H-Ionen- 
konzentration standig zunimmt. Die Reaktionsinderung wird bei steigen- 
den Zusatzen immer kleiner. 


Bei der Aufstellung der Titrationskurven fiir das System H,PO, 
CaCl, wurde die Beobachtung gemacht, dafi die Reaktion im Gebiet 
oberhalb des Kurvenknickes, wo bereits Niederschlagsbildung ein- 
getreten ist, nicht konstant ist, sondern sich beim Stehenlassen der 
Lésung mit dem Bodenkérper andert. Versetzt man nimlich die Lésung 
mit etwas Phenolphthalein und titriert iiber dessen Umschlag (py = 8,4) 
hinaus, so daB Rotfarbung eintritt, so verschwindet diese beim Stehen- 
lassen nach einiger Zeit, was nur durch eine Verschiebung der Reaktion 
nach der sauren Seite hin erklirt werden kann In einigen Versuchs- 
reihen mit m/30 H,PO, und den Calciumchloridkonzentrationen 0,122, 
0.488 und 1,464°, CaCl, wurde die Reaktionsinderung im Verlauf 
einer langeren Zeitspanne verfolgt, und zwar wurde fiir die Versuche 
speziell das Kurvenstiick hinter dem Knick etwa von einem Laugen- 
zusatz von 8 bis 9 ccm n/4 NaOH an herausgeg ‘iffen und die Anderung 
der px festgestellt. Die graphische Auswertung der Versuchsergebnisse 
(Tabellen V, VI und VII) zeigen die Abb. 7, 8 und 9 mit je vier ver- 
schiedenen Beobachtungszeiten. 


Tabelle V. 
Anderung der px bei 0,122% CaCl,. 





Zu 50 ecm 








zugesetzte Pu nach Stunden 

n/4 NaOH —— anianeepapecntonanienica ie 
cem 0 3 4 212 
8,5 5,70 5,34 4,93 4,95 
9 5,46 5,34 4,80 4,90 
10 5,62 5,49 5,18 5,21 
11 5,86 5,86 5,87 5,87 
12 6,18 6,10 6,17 6,20 
13 6,61 6,53 6,63 6,62 
14 6,89 6,80 6,89 6,86 
15 7,10 7,01 7,10 7,08 
16 7,35 7,25 7,30 7,23 
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Tabelle VI. 
Anderung der pu bei 0,488°%, CaCl,. 





Zu SO cem 

zugesetzte 

n/t NaOu 
eem 


9 


pu nach Stunden 


10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 


0 4 46 14 
5.04 4,79 4,38 4,30 
5,09 4,76 4.32 4,39 
5,14 4,80 4,45 4,56 
5,21 5,07 4,58 4,68 
5,30 5,20 4,70 4.83 
5.40 5,38 5,07 5,16 
5,50 5,32 5,24 5,43 
5,66 5.39 5,27 5,49 
6,35 5,55 5,49 5,73 

Tabelle VII. 


Anderung der py bei 1.464%, CaCl. 





Zu 50 ecm 
zugesetzte 
n/t NaOH 


Pu nach Stunden 


ecm 


8 

9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
18 
20 


42 258 




















0 
4,58 4,58 3,90 3,94 
4,66 4.58 3,95 3,92 
4,72 4.68 3,98 4,04 
4,79 4,72 4,12 4,08 
4,83 5 4,73 4,26 4,20 
4,85 4,80 4,44 4.35 
4,92 4.83 4,82 4.71 
4,96 4,89 4.96 5,01 
5,30 5,16 5,05 5,16 po 
6.20 5,53 5,35 9,12 
det 
Px Pu 
Z4¥ = T T 7 
5 T Cal 
Jox——4—_+—_+—J Be 
0122 %Ca Cl, 54 
6h - + —+—_——_- ‘ 4 
4 Zut 
ee mee : ae me a Be 
58}- a | flu: 
a kor 
$¢ nae ; or aes este na 
<i off 2 2 OO Ce ee ee 
46 Y L | | i | alh 
Re mae re ee dur 
ccm"/4Na 0H sed 


Abb. 7. 
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Der zeitliche EinfluB auf die H-Ionenkonzentration la8t sich in 
der Verschiebung der spateren Titrationskurven gegen die urspriingliche 
deutlich erkennen. Bei 0,122°, CaCl, andert sich die Reaktion von 
pu = 5,86 ab beim Stehenlassen nicht mehr wesentlich. Bei einer 
Calciumchloridkonzentration von 0,488°,, ist die durch die zeitliche 
Beeinflussung bedingte Abweichung am geringsten im pg-Bereich 
5,4 bis 5,6 der sofort titrierten Lésung. Bei 1,464°%, CaCl, lat das 
Zusammentreffen der Kurven bei py = 4,96 die hier geringste zeitliche 
Beeinflussung erkennen. Oberhalb und unterhalb der Minimalbeein- 
flussung sind die Abweichungen erheblich starker. Eine einigermafen 
konstante Reaktion stellt sich im Gebiet der stérkeren Abweichungen erst 
nach ldngerem Stehenlassen des Systems ein. 

Als Ursache dieser zeitlichen Reaktionsbeeinflussungen kommen 
allmahlich verlaufende Umsetzungen von Bodenkérpern in Frage, 
durch die das Gleichgewicht des Systems geindert wird (vgl. von Wrangell 
und Basset (l.c.). Zur weiteren Klarung dieser Vorginge erwies sich 
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eine Untersuchung der Zusammensetzung der Bodenkérper und ihre: 
zeitlichen Veranderungen als notwendig. Es wurden daher die Boden 
kérper der verschiedenen Reaktionsbereiche in gréBerer Menge het 
gestellt und einmal sofort nach der Fillung, das andere Mal nach 
dreitagigem Stehen analysiert und das Verhiltnis Ca: P bestimmt 
In dieser Weise wurden drei Versuchsreihen mit den bereits angegebenen 
Calciumchloridkonzentrationen durchgefiihrt, deren Ergebnisse — in 
Tabelle VIIT zusammengestellt sind. 


Tabelle VIII. 





Ca Cly- Pu Ca: P 





Konzentration 4 iain cmt - : 
9/9 frisch nach 3 Tagen frisch nach 3 Tagen 

0,122 5,58 5,08 -—- 1,26:1 

7,00 6,96 1,50: 1 1,46: 1 

11,30 11,90 1,66: 1 1,78:1 

0,488 5,15 4,48 1,54: 1 1,48: 1 

5,97 5,60 1,90: 1 1,49: 1 

6,60 6,05 1,83 : 1 1,59: 1 

10,50 10,50 1,86 :1 1,90: 1 

1,464 5,34 4,94 1,56: 1 1,16:1 

5,60 5,11 1,85:1 1,63: 1 

6,59 5,56 1,90:1 171:1 

10,60 10,40 3,11:1 2.86:1 


Zu den ermittelten Werten ist zu bemerken, daB diese nicht absolut 
genau sind, da es vermieden wurde, den Bodenkérper stark mit Wasser 
auszuwaschen. Da aber stets gleiche Versuchsbedingungen eingehalten 
wurden, so sind die Werte untereinander vergleichbar. 


Fiir die drei Caleciumphosphate ist das Verhiltnis Ca: P: 


Monocalciumphosphat. . . ... . . 0,646: 1 
Dicalciumphosphat . ...... . . 1,293:1 
Tricaleiumphosphat ...... . . 1,939:1 


Die Zusammensetzung des frisch gefillten Bodenkirpers entsprichi 
also einer Zwischenstellung zwischen Di- und Triphosphat und wird 
durch die Calciumchloridkonzentration und die H-Ionenkonzentration 
beeinfluBt. Bei zunehmender pg verschiebt sich die Zusammensetzung 
nach dem Triphosphat hin, ebenso bei steigender Calciumchlorid- 
konzentration. Die Zusammensetzung des Niederschlags bei der 
héchsten Calciumchlorid- und der niedrigsten, bereits weit im alkalischen 
Gebiet liegenden H-lonenkonzentration weicht sehr stark ab, und 
zwar ist der Bodenkérper bedeutend kalkreicher. Es ist anzunehmen 
daB hier eine kalkreichere Verbindung, z. B. Tetraphosphat mit Bei- 
mischung von Calciumhydroxyd, vorliegt. 
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Mit diesen Feststellungen ist auch die stetige Verschiebung des 
pu-Sprunges in Abb.5 zu gréBerem Laugenverbrauch ohne weiteres 
erklarlich. Die Zusammensetzung des in allen Fallen auftretenden 
Bodenk6érpers liegt bereits bei der niedrigsten Calciumchloridkonzen- 
tration zwischen der Di- und Triphosphatstufe und verschiebt sich 
mit zunehmender Calciumchloridkonzentration zur Triphosphatseite. 
Wahrend bei der Titration von reiner Phosphorsiure mit NaOH die 
Mono- und Diphosphatstufe regulir durchlaufen werden, wird bei An- 
wesenheit von Calciumionen also stets bis zu teilweiser Bildung von 
Triphosphat titriert. Da die hierbei frei werdenden H-Ionen durch 
die OH-Ionen der NaOH abgesattigt werden, mu’ mit steigender 
Caleciumchloridkonzentration der Laugenverbrauch zunehmen, bis alle 
Phosphorsaure als Triphosphat vorliegt. : 

Beim Stehenlassen verschiebt sich die Zusammensetzung des Boden- 
k6rpers bei saurer Reaktion nach der Diphosphatseite hin, wie aus der Ab- 
nahme des Calciumgehalts hervorgeht. In dieser Verschiebung findet auch 
die py-Anderung ihre Erklarung. Bei stark alkalischer Reaktion tritt 
keine wesentliche Reaktionsinderung mehr ein, und es andert sich dem- 
nach auch die Zusammensetzung des Bodenkérpers nicht mehr wesentlich. 

Zusammengefapt ergibt sich also, dap durch einen Zusatz von Calcium- 
chlorid das Sdure- Basengleichgewicht des anorganischen Phos phatsystems 
gestért wird, und zwar tritt eine Verschiebung nach der saureh Seite hin 
ein. Bei der fortlaufenden Titration tritt bei einer bestimmten H-Ionen- 
konzentration, die von der jeweiligen Calciumchloridkonzentration ab- 
hiingig ist, Ausfallung von Calciumphosphat ein. Nach der Analyse 
erscheint der Niederschlag als ein Gemisch von sekundirem und 
tertiarem Calciumphosphat. Bei weiterschreitender Neutralisation 
verschiebt sich die Zusammensetzung des Niederschlags mehr und 
mehr zugunsten des Triphosphats. Ebenso ist die Calciumchlorid- 
konzentration von wesentlichem Einflu8 auf die Zusammensetzung 
des Bodenkérpers. Reaktion und Calciumchloridkonzentration beein- 
flussen somit die Gleichgewichtsverhaltnisse wesentlich. Die Zu- 
sammensetzung des Bodenkorpers dndert sich beim Altern; der Boden- 
kérper wird Ca-reicher. Dadurch erfahrt die Reaktion der Lésung eine 
Verschiebung nach der sauren Seite hin. Wird ein H,PO,—CaCl,-System 
mittels NaOH auf die Reaktion der Milch gebracht, so wird durch 
steigende Calciumchloridzusitze die Titrationsaziditaét bis zu einem 
Maximum erhéht, auf dem sie bei weiteren Zusitzen bleibt, wahrend 
die H-Ionen weiterhin vermehrt werden. 


Das System Mileh—CaCl, bei der Titration. 
Ehe auf Grund dieser Beobachtungen zu weiteren Versuchen mit 
einem Modellsystem eingegangen wurde, muSten zunichst ahnliche 
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Versuche an Milch selbst durchgefiihrt werden, um hier die Anderungen 
der Aziditét und der Pufferungsverhiltnisse genauer zu studieren 
Versetzt man Milch mit steigenden Mengen Calciumchlorid (0,254 
0,507, 0,761 und 1,522 °, CaCl,) und bestimmt fiir jede Konzentration 
die entsprechende Titrationskurve, so ergibt die graphische Auswertung 
der Ergebnisse (Tabelle IX) die Abb. 10. 


Tabelle IX. 


Titration des Systems Milch—CaCl,. 




















n/4 HCl | PH 
cem i 0 | 0,254 0,507 0,761 | 1,522 7/9 CaCl, 
0 6,67 6,17 5,93 5,84 5,68 
2 6,08 5,73 5,47 5,45 5,32 
4 5,62 5,27 5,14 5,13 5,04 
6 5,23 4,98 4,82 4,82 4,75 
8 4,89 4,73 4,61 4,61 4,52 
10 4,50 4,38 4,35 4,39 4,32 
12 4,08 4,08 4,92 4,04 3,81 
14 3,67 8,72 3,67 3,65 3,65 
16 3,22 8,30 8,28 8,24 3,30 
18 2,81 2,86 2,80 2,78 2,84 
n'4 NaOH 
0 6,67 6,17 | 5,93 5,84 5,68 
1 7,07 6,52 — 6,95 — 
2 7,57 6,79 6,47 6,27 6,10 
3 8,07 7,21 6,80 6,62 — 
4 _- 7,74 7,24 7,01 6,92 
5 9,48 8,69 8,01 7,64 7,60 
6 9,99 9,59 9,20 9,15 8,95 
7 10,34 10,12 9,80 9,79 9,56 
8 10,46 10,44 10,21 10,20 10,00 
10 10,86 10,84 10,64 10,69 10,45 
10 
ee ae 
ee | 10,0 + al 
asibliaial Amy, at ee 
ot ee 
t—--t-—+-—+-—}+—__ +8 0-++- fF Phenolphtalein 
umschlag 
11199 ~~ Sos Seen 
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Abb. 10. 
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Die Milchkurve obne Calciumchloridzusatz zeigt den bereits 
diskutierten Verlauf. Durch Calciumchloridzusatz wird die H-Ionen- 
konzentration erhéht. Der reaktionsindernde Einflu8 nimmt aber mit 
steigender Calciumchloridmenge ab. Ebenso diiickt sich die Erhéhung 
der Titrationsaziditat im Verlauf der Kurven aus. Der pg-Sprung 
rickt mit steigenden Calciumchloridmengen mehr nach der Seite 
groBeren Laugenverbrauchs. Besonders beachtenswert ist, daB der 
Verlauf der Kurven mit steigenden Calciumchloridkonzentrationen 
immer flacher wird. Dieser Vorgang ist bedingt durch die zunehmende 
Pufferung des Systems und mu8 zahlenmabig in den Pufferungs- 
kapazitaten zum Ausdruck kommen. Zur Berechnung der Pufferungs- 
kapazitaten wurden jeweils nur die Kurvenabschnitte zwischen 0 und 
6ccm Saurezusatz bzw. 0 und 2ccm Laugenzusatz herangezogen. Die 
hierbei gefundenen Werte sind in Tabelle X zusammengestellt. 





Tabelle X. 
CaClo- ‘ 
Kennentietion as heist. snannad ail one 
9 fiir Sturezusatz fiir Laugenzusatz 
0 0,021 0,011 
0,254 0,025 0,016 
0,507 0,027 0,919 
0,761 0,030 0,023 
1,522 0,082 | 0,024 


Durch Calciumchloridzusatz wird das Milchsystem also widerstands- 
fahiger gegen reaktionsdéndernde Einfliisse, insbesondere wird die Ver- 
dnderlichkeit bei Laugenzugabe herabgesectzt. 

Vergleicht man das anorganische Phosphatsystem und das natiir- 
liche Milchsystem in ihrem Verhalten bei der schrittweisen Titration 
in Gegenwart von Calciumchlorid, so lassen sich gewisse Ahnlichkeiten 
erkennen. Es ist von vornherein zu erwarten, daB beim Milchsystem 
mit seiner komplizierteren Zusammensetzung die Reaktionsvorginge 
im Kurvenverlauf nicht so deutlich in Erscheinung treten wie bei 
dem Phosphatsystem. Das Auftreten des Kurvenknickes bei letzterem 
ist beim Milchsystem schon deshalb nicht zu erwarten, weil durch 
Saurezusatz von ciner héheren pg aus titriert wurde. Hinsichtlich 
Abnahme der py, Zunahme der Titrationsaziditat, Flacherwerden des 
Kurvenverlaufs, also Zunahme der Pufferung, besteht aber ziemliche 
Ubereinstimmung. 

Die Verschiebung der Saureverhaltnisse im anorganischen System 
und in der Milch erfolgt in demselben Sinne, wie ein Vergleich der 
Abb. 2 und 6 zeigt. In beiden Fallen wird die Titrationsaziditat bis 
zu einem Maximum gesteigert, itiber das hinaus weitere Calciumcblorid- 
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zusitze ohne Wirkung bleiben, wihrend die H-Ionenkonzentration 
stetig, wenn auch in abnehmendem Mafe, erhéht wird. 


Wenn sich in der Milch bei Calciumchloridzusatz tatsichlich 
dieselben Umsetzungen in den Phosphaten abspielen wie im anorga 
nischen Phosphatsystem, so mu8 sich das endgiiltige Gleichgewicht 
auch hier erst nach einer lingeren Ruhezeit einstellen und eine dem 
Modellvorgang ahnliche Reaktionsinderung zu beobachten sein. Diese 
Reaktionsanderung beim Stehenlassen der mit Calciumchlorid ver- 
setzten Milch entzog sich bisher der Beobachtung, da die beim Stehen- 
lassen einsetzende biologische Siéuerung eine durch die Umsetzung 
der Phosphate bedingte pa-Anderung iiberdeckte. In Milch, die zur 
Verhinderung der Milchsaurebildung mit 0,4°,, Formalin versetzt war 
konnten wir aber eine solche Reaktionsainderung deutlich nachweisen 
Die konservierte Milch wurde mit steigenden Mengen Calciumchlorid 
versetzt und die H-[onenkonzentration im Vergleich mit einer Milch 
ohne Calciumchloridzusatz verfolgt. Die sich bei dem Versuch er- 
gebenden pg-Anderungen sind in Tabelle XI wiedergegeben. 


Tabelle XI. 





Ca€ é 50 ce A de yr ¢ ac 
Mien? Goan H,0 oat 7 a see see oe an Meee Ae 

gZ 4 Std. 23Std. | 47Std. 96 Std. 149 Std 197 Std. 
0 0,03 0,08 0,13 0,13 0,13 0,14 

0,061 0,08 0,16 0,23 0,29 0,35 0,34 

0,1268 0,13 0,14 0,33 0,35 0,40 0,38 

0,2536 0,13 0,18 0,38 0,32 0,40 0,41 

0,3804 0,13 0,20 0,31 0,32 0,43 0,43 

0,7608 0,13 0,22 0,39 0,34 0,43 0,53 


Wahrend sich die py der konservierten Milch ohne Calciumchlorid- 
zusatz im Verlauf von 197 Stunden nur um etwa 1,5 Einheiten in der 
ersten Dezimale anderte [vgl. Tillmanns und Obermeier (54)], macht 
die py-Anderung bei der mit der héchsten Calciumchloridmenge ver- 
setzten Milchprobe iiber 5 Einheiten in der ersten Dezimale aus. Auch 
hier zeigt also die natiirliche Milch starke Annaherung an das Phosphat- 
system. 


Es ist somit anzunehmen, daB auch in der Milch die Wirkung 
des Calciumchloridzusatzes auf einer Verschiebung des Caleiumphosphor- 
siuresystems beruht, und aus den Beobachtungen am anorganischen 
System kann mit einer gewissen Berechtigung auf ahnliche Umsetzungen 
in der Milch geschlossen werden. Als eine der wichtigsten Folgerungen 
ergibt sich aus dieser Betrachtungsweise, dag Calciwm- und Phosphat- 
tonen in der in der natiirlichen Milch vorliegenden Konzentration und 
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bet der H-lonenkonzentration frischer Milch ebenfalls nicht stabil in 
Lésung nebeneinander bestehen kinnen, sondern auch hier ihr Auftreten 
als Bodenkérper zu erwarten ist. Tatstchlich tritt aber der Niederschlag 
in diesem Falle nicht als ausfallender Bodenkérper auf, sondern wird 
durch die EiwetBstoffe, in erster Linie das Casein, kolloid in Lésung 
gehalten, und die Hauptwirkungen des Calciumchloridzusatzes spielen 
sich jedenfalls in der kolloiden Phase ab. Es ist anzunehmen, da® der 
kolloide Bodenkérper auch hier keine eindeutig definierte Verbindung 
darstellt, sondern seine Zusammensetzung sich kontinuierlich andert 
und von der Konzentration der H- und Ca-Ionen abhangig ist in dem 
Sinne, daB der niedrigsten H- und der héchsten Ca-Ionenkonzentration 
die kalkreichste Verbindung entspricht. Der wiederholt unternommene 
Versuch, die Wirkung des Calciumchloridzusatzes in einer stéchio- 
metrischen Formel zum Ausdruck zu bringen (Vieth und Siegfeld, 
Bosworth und van Slyke, Réder und Diem) erscheint nach dieser An- 
schauungsweise von vornherein aussichtslos. 


In diesem Zusammenhang sei noch eines anderen Vorganges, namlich 
der Ausfallung der EiweiBstoffe der Molke, unter der Einwirkung von 
Saure und Hitze, Erwihnung getan. Wie von Bleyer und Dietz (55) gezeigt 
wurde, haingt es von den Fallungsbedingungen ab, wieviel der Molkensalze, 
hauptsachlich des Calecitumphosphats, in den Fallungskérper eingehen. Sie 
konnten feststellen, daB die Mitfaillung von Caleciumphosphat vornehmlich 
durch die pg reguliert wird. Dieses Ergebnis steht in Ubereingt immung 
mit unseren Untersuchungen, nach denen die Zusammensetzung des 
Calciumphosphats von Milch und Molke und damit seine Fallbarkeit direkt 
von der py abhangig ist. Es kann weiter daraus geschlossen werden, dab 
wahrscheinlich auch die Konzentration der Ca-lonen von Einflu® auf die 
Mitfaillung von Kalksalzen bei der EnteiweiBung der Molke ist und eine 
erhéhte Ca-Konzentration die Calciumphosphatfallung mehr in das saure 
Gebiet verschiebt. Da ein groBer Gehalt an Aschebestandteilen im 
Endprodukt unerwiinscht ist, kommt ein Zusatz von Kalksalzen zur Ver- 
besserung der Fallung nicht in Frage. Auch eine Neutralisation von tiber- 
siuerter Molke mit Kalk, die urspriinglich im sogenannten Miihrin-Ver- 
fahren (fiir die MolkeneiweiBproduzenten herausgegebene Anleitung der 
Mihrin-Werke) empfohlen wurde, muBte daher wegen Verunreinigung des 
Endproduktes wieder aufgegeben werden. 


4. Aufbau des pulfernden Systems der Milch. 


Bei den bisherigen Untersuchungen zeigte sich, da die Grund- 
lage der Siureverhiiltnisse der Milch in dem Calciumphosphorsaure- 
verhiltnis zu suchen ist. Die Umsetzungen bei Saure- bzw. 
Laugenzugabe treten aber hier nicht mit gleicher Deutlichkeit in 
Erscheinung wie in einem anorganischen System. Neben den Phos- 
phaten miissen also auch noch andere Bestandteile der Milch als starke 
Regulatoren wirken. Die wichtige Rolle des Caseins als puffernde 
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Substanz zeigte sich bereits bei den vergleichenden Versuchen tibe: 
die Pufferung von Milch und Molke. Bei den gleichen Versuchen 
erwiesen sich die tibrigen EiweiSstoffe der Milech (Lactalbumin und 
Lactoglobulin) als Substanzen von geringer Pufferwirkung. Die 
reaktionsregulierenden Eigenschaften der EiweiSstoffe allein geniigen 
aber nicht zur Erklarung aller bisherigen Beobachtungen. Es erschien 
daher zweckmaBig, auch den Einflu8 der iibrigen Milchbestandteile 
in dieser Richtung zu untersuchen. 


Es wurde zunachst zur weiteren Charakterisierung der Puffer- 
wirkung des Caseins eine 3,4°%ige wisserige Caseinaufschlammung 
(Casein Merck zur Weinbehandlung) hergestellt und deren Titrations. 
kurve bestimmt (Abb. 11). 
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Titriert wurden 50 cem mit n/4 HCl. Der Verlauf der Kurve ist 
ziemlich gleichmaBig und fast geradlinig. Als Pufferungskapazitat 
errechnet sich fiir den Kurvenabschnitt zwischen py = 5,39 bis 3,53 
ein Wert x = 0,016, also rund 70 °%, der Pufferungskapazitat von Milch. 


Bei weiteren Versuchen wurde als Grundlage ein H,PO,—CaCl,- 
System von den Konzentrationsverhaltnissen der Milch gewahlt und 
der Einflu8 der in der Milch enthaltenen Sauren untersucht, da Ge- 
mische schwach dissoziierter Séuren mit ihren Alkali- bzw. Erdalkali- 
salzen als starke Puffer wirken. 


Von Bleyer und Schwaibold (56) wird bereits die Citronensdure, 
die von Henkel (57) als regelmaBiger Bestandteil der Milch in einer 
Menge von etwa 0,1 °%, gefunden wurde, als wirksamer Pufferkérper 
der Milch erwihnt. Bleyer und Schwaibold nehmen als wahrscheinlichen 
Mittelwert des Citronensiuregehalts von Kuhmilch 0,24 bis 0,25°%, 
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an. Die puffernde Wirkung der Citronensiure ergibt sich aus Abb. 12, 
in der die Titrationskurven des Systems H,PO,—CaCl, mit steigenden 
Citronensdurezusatzen aufgezeichnet sind. 
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Abb. 12. 














Die Titrationskurve des Calciumchloridphosphorsauresystems ohne 
Jitronenséure zeigt den bekannten Verlauf mit dem Kurvenknick. 
Bereits bei einem Zusatz von 0,1 °, Citronensaure ist der Knick ver- 
schwunden, der ganze Kurvenverlauf ist flacher und zeigt ‘nur noch 
eine Ausbuchtung. Bei 0,2 und 0,4°%, Citronensiurezusatz wird die 
Kurve immer flacher und ausgeglichener, d. h. das System immer 
besser gepuffert. 


In Abb. 13 sind zwei Titrationskurven von Systemen wieder- 
gegeben, bei denen die einzelnen bis jetzt besprochenen Regulatoren 
kombiniert wurden. 
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Abb. 18. 
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Die erste Kurve entspricht dem eben untersuchten System H,PO, 
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— CaCl, + 0,1°, Citronensiure. Zu diesem System wurden noch 


3,4°, Casein hinzugefiigt. 


Aus der sich hieraus ergebenden zweiten 


Kurve ist deutlich die pufferungsverstarkende Wirkung des Caseins 
zu erkennen, die sich im Vergleich mit Kurve 1 besonders deutlich 
im starker sauren Gebiet auBert. 

Stark reaktionsregulierend muB naturgeméiB auch Milchsdur: 
wirken, die sich in der Milch zwar nicht originair findet, aber beim 
Stehenlassen rasch durch die Tatigkeit der Milchsiurebakterien gebildet 
wird. Ihr Einflu8 kann bei Milchproben, die bereits in Siéuerung iiber 
gegangen sind, unter Umstinden den Kurvenverlauf wesentlich beein 
flussen. Eine Milchprobe mit 7 Siuregraden nach Soxhlet-Henkel wurde 
der Selbstséuerung iiberlassen, und bei Erreichen der Sauregrade 15 
26 und 33 nach Soxrhlet-Henkel wurden Titrationskurven aufgenommen 
die in Abb. 14 graphisch dargestellt sind. 
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Abb. 14. 


Mit dem’ Fortschreiten der Sauerung wird der Kurvenverlauf 
immer flacher und der Laugenverbrauch immer gréBer, der py-Sprung 
riickt nach rechts. Entsprechend der Milchsaurebildung wird die 
Pufferung der Milch sowohl auf der sauren als auf der alkalischen 
Seite besser. In Tabelle XII sind die Pufferungskapazitaten fiir dic 


Tabelle XII. 





Sturegehalt 


Pufferungskapazitat z 





der Milch capheine 
nach S.-H fiir Sturezusatz fiir Laugenzusatz 
7 0,022 0,011 
15 0,027 0,026 
26 0,037 0,025 
33 0,049 0,029 
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-wischen einem Saurezusatz von 0 und 8ccem n/4 HCl und einem 
Laugenzusatz von 0 und 2 ccm n/4 NaOH liegenden Kurvenabschnitte 
wiedergegeben. Die Milchsiurebildung wirkt sich demnach in einer 
erheblichen Erhéhung der Pufferung aus. 


Fiir die noch unverinderte frische Milch haben wir als Haupt- 


regulatoren die Phosphate, das Casein und die Citronensiure kennen- 


gelernt. Es wurde nun versucht, durch Zusammenfiigen dieser drei 
Faktoren in der in der Milch vorliegenden Konzentration und Hinzu- 
setzen der anderen hauptsachlichen Milchbestandteile ein kiinstliches 
Milchsystem aufzubauen. Als Grundlage diente wieder das Calcium- 
chloridphosphorsauresystem in den bekannten Mengenverhiltnissen. 
Dazu kamen 3,4 °%, Casein, 0,1 °;, Citronensiure, 0,5 °, lésliche EiweiB- 
stoffe und 4,6°, Milechzucker. Das ganze System wurde dann mittels 
Natronlauge auf die Reaktion der Milch gebracht. Nach gutem Durch- 
mischen wurde dabei eine milchahnliche triibe Fliissigkeit von homo- 
gener Beschaffenheit erhalten. Die Titrationskurve dieses Systems 
(Tabelle XITI) ist in Abb. 15 zusammen mit der Titrationskurve fiir 
natiirliche Milch dargestellt. 
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Abb. 15 


Tabelle XIII. 


Titration eines kiinstlichen Milchsystems. 
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Die Titrationskurve des kiinstlichen Milchsystems verliuft nach 
der sauren Seite hin derjenigen von natiirlicher Milch annahernd paralle| 
Nach der alkalischen Seite erweist sich das kiinstliche System als 
etwas besser gepuffert, was durch Konzentrationsunterschiede des 
Modells gegeniiber der vergleichsweise herangezogenen natiirlichen 
Milch verursacht sein diirfte. Der prinzipielle Verlauf der beiden Kurven 
ist aber augenscheinlich derselbe. Es erscheint somit der SchluB berechtigt, 
daB die puffernden Eigenschaften der Milch in erster Linie auf das System 
Calciumphosphat—Casein—Citronensdure zuriickzufiihren sind. 


Kolloider Kalk und Labgerinnung. 


Die vorstehenden Untersuchungen iiber die Wirkung des Calcium. 
chlorids lassen den SchluB zu, daB es sich dabei in der Hauptsache um 
Umsetzungen in der kolloiden Phase der Milch handelt. Die Kalkverhiltnisse 
werden dabei insofern beeinfluBt, als die Zusammensetzung des in der Milch 
kolloid gelésten Calciumphosphats nach der Triphosphatseite hin verschoben 
wird. Als Erklaérung tiir die Tatsache, daB8 die Labfahigkeit der Milch 
durch einen Calciumchloridzusatz wesentlich verbessert wird, reicht, wie 
gezeigt wurde, die Anderung der Saéureverhaltnisse nicht aus. Dazu ergibt 
sich aus unseren Beobachtungen die Folgerung, da die nachgewiesene 
Verschiebung der Kalkverhiltnisse, insbesondere der kolloiden Kalk- 
phosphate, welche durch den Calciumchloridzusatz bedingt wird, von 
bestimmendem EinfluB auf die Labfahigkeit sein muB. 


Auch die neueren Untersuchungen iiber den Labungsvorgang selbst 
weisen auf die Regulierung desselben durch die kolloide Bindungsform 
der Kalkphosphate hin. Die chemische Theorie der Labgerinnung von 
Hammarsten gibt fiir eine Reihe tatsichlicher Beobachtungen keine Er- 
klarung. Ultramikroskopische Beobachtungen iiber das Zusammenballen 
der einzelnen Caseinteilchen beim Labungsvorgang [Kreidel und Neuw- 
mann (58), Stiibel (59), Alexander (60), Alexander und Bullowa (61)} lassen 
eine Parallele der Labgerinnung mit der Fallung von stabilisierten Suspen- 
sionskolloiden vermuten. Als wirksame stabilisierende Schutzkolloide 
wurden schon die verschiedensten Stoffe angesehen, so einfachere Molekiile 
[Schuyver (62)|, die iibrigen Eiweifistoffe [Alexander (60)] oder ein Teil des 
Caseins in feinerer Verteilung [Alexander (63)]._ Nach Bostrom (64) kénnte 
auch das elektrische Petential zwischen den Teilchen und dem Plasma 
die Ursache der Stabilisierung sein. Auch die neuere kolloidchemische 
Erklérung des Labungsvorganges von Marui (12) sieht als kolloidale Grund- 
lage der Milch das Calciumphosphat in Verbindung mit Calciumcaseinat an, 
das vom Casein als Schutzkolloid vor dem Ausfallen geschiitzt wird. Durch 
das Labferment wird das Casein verandert und verliert dadurch seine 
schiitzende Wirkung, so daB8 der Kalkphosphat-Caseinkalkkomplex, der 
ohnehin zur Koagulation neigt, ausfallt. 


Die Maruische Labungstheorie insbesondere findet eine gewisse Be 
stétigung durch unsere Beobachtungen, welche erkennen lassen, daB die 
kolloide Grundlage der Milch im wesentlichen unter Mitwirkung von 
Calciumphosphat gebildet wird und Verschiebungen der Calciumphosphat 
verhaltnisse die Labfahigkeit beeinflussen. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Durch Zusatz von Calciumchlorid zu Milch wird innerhalb 
gewisser Grenzen (bis zu einer Konzentration von etwa 1,42°/,, Ca) 
die Labfahigkeit giinstig beeinfluBt, héhere Calciumchloridzusiatze 


wirken hemmend. 


2. Durch Zusatz von Calciumchlorid zu Milch und Molke wird 
der Saiuregehalt bis zu einem Maximum erhoht und bleibt dann konstant. 
Die Konzentration der H-Ionen nimmt dauernd zu, mit Steigerung 
der Calciumchloridkonzentration aber in abnehmendem MaBe. 


3. Die Verschiebung der Saureverhiltnisse geniigt allein nicht zur 
Erklarung der gerinnungsbeschleunigenden Wirkung von Calcium- 
chlorid. 


4. Die Untersuchung der Pufferungsverhiltnisse von Milch und 
Molke ergab, da Labmolke bedeutend schlechter gepuffert ist als 
Milch. Die bei der Labgerinnung ausgefillten Substanzen, besonders 
das Casein, wirken demnach als starke Regulatoren. Die iibrigen 
EiweiBstoffe (Lactalbumin und Lactoglobulin) sind fiir die Pufferung 
von Milch und Molke von untergeordneter Bedeutung. 


5. Die Verschiebung des Siure-Basengleichgewichts durch Zusatz 
von Calciumchlorid ist auf Umsetzungen in den Phosphaten zuriick- 
zufiihren, die sich aber nicht in einer stéchiometrischen Gleichung 
formulierer lassen. 


6. An einem anorganischen Phosphatsystem konnte gezeigt werden, 
da durch Zusatz von Calciumchlorid eine Verschiebung der Saure- 
verhaltnisse nach der sauren Seite hin eintritt. Die Gleichgewichts- 
verhaltnisse des Systems werden beeinfluBt durch die Reaktion, die 
Caleiumchloridkonzentration und wesentlich auch durch die Zeit. Der 
auftretende variable Bodenkérper erscheint nach der Analyse als ein 
Gemisch von sekundirem und tertiérem Calciumphosphat, seine Zu- 
sammensetzung verschiebt sich bei fortschreitender Titration und beim 
Altern nach der Seite héheren Calciumgehalts. 


7. Das System Milech—Calciumchlorid zeigt bei der Titration 
ahnliches Verhalten wie das anorganische Phosphatsystem. Hieraus 
ergibt sich der Schlu8, da8B auch in der Milch hauptsachlich Umsetzungen 
der Phosphate die Verschiebung der Saureverhiltnisse und der Lab- 
fahigkeit bei Calciumchloridzusatz bedingen. 


8. Aus dem Vergleich zwischen anorganischem Phosphatsystem 
und Milch ergibt sich die Fcolgerung, da’ Ca- und Phosphationen unter 
normalen Verhiltnissen in der Milch nicht stabil in Lésung neben- 
einander bestehen kénnen. Der zu erwartende Bodenkérper wird aber 
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durch das Casein kolloid in Lésung gehalten. Die Phosphatumsetzunge, 
spielen sich also in der kolloiden Phase ab. 

9. Auch bei der Molkeneiwei8gewinnung sind die Caleiumphosphat- 
verhaltnisse von Bedeutung. 

10. Die puffernden Eigenschaften der Milch sind in erster Linic 
auf das System Calciumphosphat—Casein—Citronenséure  zuriick 
zufiihren. 

11. Der nachgewiesene Zusammenhang zwischen kolloidem Kalk 
und Labgerinnung spricht fiir eine kolloidchemische Betrachtung des 
Labungsvorgangs. 
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Eine einfache Berechnung 
fiir die Hagedorn-Jensensche Zuckerbestimmung. 


Von 
S. E. de Jongh. 


(Aus dem Pharmakotherapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1929.) 


Seit mehr als drei Jahren bestimmen wir den Blutzuckergehalt 
unserer Insulineichungskaninchen mit der Methode von Hagedorn- 
Jensen! unter Verwendung von Léschpapierblattchen?. 

Die Hagedorn-Jensensche Technik hat sich auch bei uns aus- 
gezeichnet bewahrt, nur haben wir die langwierigen Berechnungen 
an der Hand der von ihnen angegebenen Tabelle 6fters als unangenehm 
empfunden. Es hat sich nun herausgestellt, daB bei den bei uns 
herrschenden Bedingungen [Blutzuckergehalt (1,70) 0,10°/ 5); Reduktion 
der Blindversuche aquivalent an (0,050) 0,020 mg Glucose] die Zucker- 
mengen sich ohne in Betracht kommenden Fehler nach folgender 
Formel berechnen lassen: 

Zucker in mg = 0,358. A — B/C, 


wobei A= die mittlere Titrationszah] der Blindversuche, B= die 
Titrationszahl der unbekannten Zuckerlésung, C = die mittlere Titra- 
tionszah] von 2 cem KJO,-Lésung (alles in Kubikzentimeter benutzter 
Thiosulfatlésung). Die héchst gefundene Abweichung gegenitiber den 
nach der iiblichen Methode berechneten Zahlen war 0,001 mg, also 
bedeutend weniger als der unvermeidliche Versuchsfehler. 

Diese kurze Veréffentlichung erfolgt in dem Gedanken, daf vielleicht 
auch andere Forscher in der Verwendung meiner Formel eine Zeit- 
ersparnis ersehen kénnten, tibrigens beschranke ich mich auf 
diese wenigen Zeilen, da ein jeder sich ohne besondere Versuche 
leicht von der Richtigkeit tiberzeugen kann Auch stelle ich jedem 
Interessierten gern weitere tabellarische Daten wie auch die Ent. 
stehungsweise der Formel (teils theoretisch, teils empirisch) zur Ver- 


fiigung 


' Hagedorn-Jensen, diese Zeitschr. 185, 46, 1923. 
2 Dresel und Rothmann, diese Zeitschr. 146, 538, 1924. 
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Zur Elektrodialyse des Serums. 


Il. Mitteilung: 
Die Wirksamkeit von Bluteiwei8membranen. 


Von 
G. Ettisech und W. Ewig, Freiburg i. Br. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1929.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


A, 


In einer ersten Mitteilung! war iiber eine neue Eiwei&membran 
fiir die Elektrodialyse (ED.) des Serums, die Eieralbuminkollodium- 
membran, berichtet worden, sowie iiber ein neuartiges Verfahren zu 
ihrer Herstellung. Seine theoretische Grundlage bedarf noch der 
Klarung. Dort wurde aber anch angekiindigt, daS Membranen von 
anderen EiweiBkérpern in den Kreis der Untersuchungen gezogen 
seien. Dieses Unternehmen sollte dem Zwecke dienen zu erkunden, 
wie die ED. mit anderen Eiwei8membranen verliuft. ) Die einwandfreie 
ED. kénnte ja bei anderen Membranen unter noch giinstigeren Be- 
dingungen — etwa hinsichtlich des pg-Verlaufs, der Dauer usw. — 
erfolgen. Ein weiterer Gesichtspunkt, der ein solches Unternehmen 
ratsam erscheinen lieB, war der, da8 man durch Untersuchung méglichst 
verschiedener, bekannter Membrankombinationen in den Stand gesetzt 
wurde, mehr oder weniger voneinander abweichende Verlaufe der ED. 
festzulegen. Forderte dann eine besondere Aufgabe eine ED. unter 
von der Norm abweichendem Verhalten (etwa_ hinsichtlich ihres 
pu-Verlaufs), so brauchte man nur auf jene Membrankombination 
zuriickzugreifen, die den erforderlichen Verlauf ergab. Um ein Beispiel 


1 G. Ettisch und Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 216. 26 
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zu nennen: Wollte man in Erfahrung bringen, ob die Serumprotein 
in Konstitution und Verhalten eine Veranderung zeigen, wenn si: 
eine bestimmte Zeit lang in alkalischem oder saurem Medium gehalten 
wurden, so brauchte man nur eine entsprechende ED. mit ihnen an 
zustellen. Freilich kénnte man denselben Effekt auch durch Zufiigen 
von Saure oder Lauge zum EiweiB erhalten. Man wird jedoch zugeben 
miissen, daB der Methode der ,,spezifischen’‘ ED. unbedingt der Vorzug 
vor dem eben genannten Verfahren zugesprochen werden mu. Bei 
Zufiigen von Saure oder Lauge zwecks Sauerung oder Alkalisierung 
wird ja jedesmal auBer den H- oder OH-Ionen noch das spezielle Anion 
oder Kation der jeweiligen Eiweiblésung zugefiihrt. Bei der ,,spezifischen‘ 
ED. jedoch erfolgt Sauerung oder Alkalisierung durch Hydrolyse, ein 
antagonistisches Ion tritt dabei nicht auf. Es braucht wohl kaum 
auf die naihere Bedeutung dieses Umstandes eingehender hingewiesen 
zu werden gegeniiber der Tatsache, daB unter Umstianden die Eiweif- 
kérper mit dem entsprechenden Ion leicht mehr oder weniger feste 
Verbindungen eingehen, Adsorptionen stattfinden kénnen, kurz, Vor- 
ginge erméglicht sind, durch die die Valenzverteilung im Molekiil 
eine mehr oder weniger starke und mehr oder weniger umkehrbare 
Veranderung erleiden wiirde. Wir sind ja iiber mégliche Veranderungen 
und deren Verursachung gerade bei jenen hochmolekularen Kérpern 
auBerordentlich wenig unterrichtet. Man wird daher um so strenger 
darauf halten, daB von auBen her méglichst wenig an solch einem 
System geandert wird, damit man die Wirkung der absichilich variierten 
Faktoren méglichst klar und eindeutig zu erkennen vermag. 


Eine Untersuchung méglichst vielartiger Membrankombinationen 
wird auch geeignet sein, den Mechanismus der ED. weiter aufzuklaren. 
Wenn dieser auch in groBen Ziigen sichergestellt ist, so fehlt doch 
noch das Verstandnis fiir gewisse Einzelheiten. Dieses betrifft vor 
allem das Verhalten der Membranen. Gerade dabei aber diirfte sich 
ein groBes, in sorgfaltigen Untersuchungen bereitgestelltes Tatsachen- 
material von besonderem Werte erweisen. 


Mit der Bereitstellung méglichst verschiedenartiger Membranen 
wird ferner die Methodik der ED. sowohl biologischer als auch nicht- 
biologischer Systeme vielseitigerer Verwendungsméglichkeiten zu- 
gefiihrt. Es erweisen sich namlich in vielen Fallen die fiir gewéhnlich 
gebrauchten Membrankombinationen als unzureichend. Es sei nur 
hingewiesen auf die Versuche zur elektrodialytischen Reimigung des 
mit 1/, Ammonsulfat versetzten fliissigen Riickstandes aus der Euglo- 
bulinfraktionierung des Serums. 


Weiterhin wird es unter Umstainden durch Untersuchungen 
dieser Art sogar méglich, etwas auszusagen iiber das Verhalten und 
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die Eigenschaften der die Membranen charakterisierenden Eiweib- 
kérper. 

SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB es sich auch durchaus 
lohnend erweisen wiirde, die kathodische Membran einem Wechsel 
zu unterziehen. 

B. 

Zur Anfertigung von EiweiBmembranen wurden zweierlei Arten 
von Proteinen herangezogen: 1. solche, die dem Blute entstammen, 
und 2. solche, die ihm fremd sind. In beiden Fallen wurden die Mem- 
branen sowohl nach dem bisher iiblichen T'rdnkverfahren hergestellt. 
wie auch nach der von uns zuerst angegebenen Ausschiittelmethode. 
Diese diirfte sich fiir die Erforschung von biologischen Membranfragen 
von noch gréBerer Bedeutung erweisen als jene (s. weiter’ unten). 

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der Unter- 
suchungen mit BluteiweiBmembranen zur Mitteilung gelangen, in 
der darauf folgenden wird es sich um dem Blute fremde Eiweif- 
kérper handeln. 

Als Dialysierzelle wurde, wie auch schon bei den fritheren Arbeiten, 
die von uns angegebene benutzt!, und zwar dasjenige Modell, das 
40 bis 50 cem Vollserum faBt. Auch die Anordnung und die Benutzung 
der MeBapparate, Spiilung usw. war dieselbe wie bisher. In den an- 
gefiihrten Arbeiten*® findet man auch Anweisungen iiber die An- 
fertigung von Kollodiummembranen sowie alles Weitere rein Tech- 
nische. Es eriibrigt sich daher die Wiederholung an dieser Stelle. 


C. 

Es werden nunmehr die Protokolle aufgefiihrt. Um einen un- 
mittelbaren Vergleich zu erméglichen, folgt dabei stets der nach dem 
Ausschiittelverfahren hergestellten Membran sofort die, die nach der 
Trankungsmethoae entstand. Jedem Protokoll ist die Herstellungsweise 
der Membranen im einzelnen vorangeschickt. Auf jedes Einzelprotokoll 
folgt ferner, wo erforderlich, eine kurze Erérterung des Besonderen, 
sowie auch weiterer mit dem Untersuchungsergebnis zusammen- 


hangender Dinge. 


1. Kollodiummembran vor der Anode, Pergamentmembran vor der Kathode. 


Die Herstellung der Kollodiummembran braucht wohl kaum be- 
sonders angefiihrt zu werden. 


1 Eittisch und Ewig, diese Zeitschr. 200, 250, 1928. 
2 G. Ettisch in Ronas Praktikum der physiologischen Chemie 2. 
J. Springer 1929 [Artikel: ,,Elektrodialyse (Schnelldialyse)*‘}. 
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Versuch 1. 
Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode. 





Versuchs- || Strom- hin. 
7: 4 st arke A Pu | .. Bemerkungen 
Min. mA °C 


56.0 Klares Rinderserum. 120 Volt 
re Spannung mit vorgeschalteten 


0 200 24 
10 840 25,8 54,3 Widerstand 

20 1600 30.1 | 528 | Getribe 

30 520 25,1 | Stark getriibt, Widerstand entfern: 
40 250 22,8 53,5 Wieder aufgeklirt, Wandbelag a: 
s a "i der Pergamentmembran 

60 27 20,1 ; 51,2 Ganz klar, dicker Wandbelag, g: 
90 12 198 | 351 | 47,5 


ringer Bodenbelag 
120 48 19,7 3,59 43.6 500 Volt Spannung 
150 30 22,8 3,9 41,0 
180 61 22.6 1000 Volt Spannug 
210 50.5 28.3 4.71 38.2 Wieder getriibt. Kiihlung der Seiten- 
240 97.4 96.8 zellen durch kleine Eisstiicke 
270 25,6 25,2 4,89 38,0 Starke Triibung, Wandbelag vom 
300 24.6 24.0 4,93 38.3 Pergament abgelist, dicker 
360 220 236 | 498 | 38,5 — 
420 23.3 5,06 38,6 Starke Triibung 
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Abb. 1. Kollodiummembran. 


Es wurde an den Anfang aus folgenden Griinden noch einmal ein Ver- 
such mit der Kollodium-Pergamentkombination gestellt: 1. gilt uns diese 
Kombination als Bezugssystem fiir alle anderen Kombinationen. Samt- 
lichen speziellen Membranen liegt ja als Stiitzsubstanz das Kollodium 
zugrunde. Nur im Vergleich mit einer Kollodiummembran 1aBt sich 
also das Besondere einer Kombination von Pergament mit einer speziellen 
Membran angeben. 2. ist versucht worden, im Rahmen der von uns 
angegebenen Bedingungen! fiir den schonendsten Verlauf der EID). 


1 Siehe Anm. 38. 401. 
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gelegentlich den Einflu8B von Hochspannung festzustellen. Dieses 
beginnt bei der Kollodium-Pergamentkombination. Hier tritt jener 
Kinflu8 am klarsten hervor, da die ED. mit dieser Kombination am 
besten bekannt ist. SchlieBlich muB 3. darauf hingewiesen werden, 
daB in der Literatur noch keine ED. mit dieser Membrankombination 
niedergelegt ist unter Verwendung unverdiinnten Serums, héherer 
Spannung (120 Volt) und bis zum Erreichen des stabilen Endpunktes. 
Nunmehr ist man zu unmittelbarem Vergleich voll berechtigt. 

Das Protokoll bietet qualitativ das typische Bild des ED.-Verlaufs 
mit zwei negativen Membranen. Rasch geht die Reaktion ins saure 
Gebiet. Im Verlauf von einer Stunde ist py 3,45 erreicht. Das aus- 
gefallene Eiweif8 befindet sich im wesentlichen als dicker Belag auf 
der kathodischen Membran. Diese Erscheinung konnten wir schon 
in einer friiheren Mitteilung feststellen’. Weiter unten kommen wir 
noch einmal kurz auf sie zuriick. Hier, nach 60 Minuten, beginnt dann 
die theoretisch zu erwartende Umkehr des Reaktionsganges. Er mu 
ja infolge der Auswanderung schlieBlich aller Ionen eintreten, nachdem 
vorher die gréBere Wanderungsgeschwindigkeit der Kationen hydro- 
lytisch eine Sauerung in der Mittelkammer bewirkt hatte. LaBt man 
die ED. mit dieser Spannung weitergehen, so kommt man _ nach 
20 Stunden bei py 5 auf den stabilen Endpunkt. Man erkennt, wie 
auBerordentlich langsam schlieBlich der Elektrolytentzug vor sich geht. 
Legt man dagegen zu einer Zeit eine héhere Spannung an, wo diese 
keine abnorme Temperatursteigerung mehr hervorzurufen vermag 
(500 Volt und schlieBlich 1000 Volt), so kann man nach etwa 6 Stunden 
den Endpunkt erreichen. Man erkennt daraus allein eine beschleunigende 
Wirkung von Hochspannung. Qualitativ bleibt alles beim alten. Die 
Art des EiweiBausfalles, die stets als wichtiges Merkzeichen angesehen 
werden muB, ist ebenfalls eine solche, wie sie nach unseren theoretischen 
Kenntnissen zu erwarten war*. Mit dem Elektrolytentzug, und dann 
bei Unterschreitung des Neutralitatspunktes mu8 ein Globulinausfall 
eintreten. Mit Erreichen der Gegend von py4 aber muB Wieder- 
auflésung erfolgen, die Triibung und der Bodenbelag in der Mittel- 
kammer verschwinden. Kurz darauf erscheint dann der Belag auf 
der kathodischen Membran. Bei weitergehender Siuerung verstarkt 
sich der Wandbelag. In dem Augenblick jedoch, wo die Reaktion sich 
riicklaufig dem py 4 wieder nahert, erfolgt Ablésung dieser Membran 
und ihre Auflésung. Nach Durchschreiten jenes Wertes in entgegen- 
gesetzter Richtung als friiher triibt sich die Fliissigkeit der Mittel- 
kammer wieder und es tritt wieder EiweiBausfall auf. Der Reaktions- 

1 G. Ettisch und Ewig, Verh. d. 40. Kongr. f. inn. Med., Wiesbaden 1928. 


2 G. Ettisch und W. Beck, diese Zeitschr. 171, 441, 1926; 172, 1, 1926; 
G. Ettisch, ebendaselbst 171, 464, 1926; Toth, ebendaselbst 189, 270, 1927. 
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verlauf kommt bei py5 zum Stillstand. Wiirde er wieder bis iibe: 
pu7 hinaufgehen, so wiirde sich die Mittelkammer infolge Auflésung 
des Globulins wieder klaren. 

An Abb. 1 bemerkt man aber noch eine weitere Abnahme des 
Refraktionswertes, selbst nach Wiederauflésen des Niederschlags. Es 
ist jedoch zu beachten, da ja fast gleichzeitig mit dem Verschwinden 
des Niederschlags der Belag an der kathodischen Membran auftritt 
und somit die zu erwartende Erhéhung des Refraktionswertes durch 
einen reichlicheren Wandbelag iiberkompensiert wird. Es darf ferne: 
nicht vergessen werden, daB in dem Refraktionswert auch die elektro- 
osmotische Wasserwanderung mit erscheint, sowie auch der Elektrolyt- 
entzug. Es ware hier fehlerhaft, den Gang dieser Kurve allein auf 
das Eiweif zu beziehen. 

Die Temperatur halt sich bei der ED. unterhalb derjenigen Grenze 
deren Uberschreitung Anderung an dem Proteinkérper hervorzurufen 
geeignet ware. 

Uber die Vorgiinge, die zu jenem im stark sauren Gebiet (py < 4,0) 
auftretenden Wandbelag fiihren, kann hier noch nichts Einzelnes mit- 
geteilt werden. Es sind Versuche im Gange, die auf Grund neuer 
experimenteller Befunde diese Erscheinung aufkliren kénnen. Uber 
die Art der niedergeschlagenen Substanz aber sei folgendes bemerkt: 
Lést man Teile davon vorsichtig mit einem Glasstab von der Pergament- 
membran ab und bringt sie in Normosal oder verdiinnte Lauge 
so erhalt man bei !/,-Sattigung mit Ammonsulfat nicht einmal 
eine Triibung. Bei '1/,-Sattigung dagegen tritt eine erhebliche 
Fallung ein. Es liegt also allem Anschein nach in dem 
Wandbelag kein Euglobulin vor, sondern nur Paraglobulin und 
eventuell noch Albumin. Unter diesen Bedingungen besitzt also 
das Euglobulin eine héhere Lésungsstabilitat als die beiden anderen 
Kérper. Man hatte damit demnach eine Methode, um Euglobulin 
und .Paraglobulin in der Weise zu trennen, daB das Paraglobulin 
(eventuell mit Albumin gemischt oder frei davon) in den Niederschlag 
geht, wahrend Euglobulin (eventuell mit Albumin gemischt oder frei 
davon) gelést bleibt. Ob das tatsachlich der Fall ist, bzw. wieweit 
noch Albumin in den getrennten Fraktionen enthalten ist, das fest- 
zustellen, reichen unsere bisherigen Versuche nicht aus, das ist Gegen- 
stand einer gesonderten Untersuchung. Es sei hierzu nur noch erwahnt. 
daB in demnachst erscheinenden eingehenden Untersuchungen bewiesen 
wird, daB der bei der normalen ED. (d. h. derjenigen ED., die 
etwa wie die mit der Albuminmembran als positivem Diaphragma 
angestellten verlauft) ausfallende Kérper chemisch, d. h. konstitutiv 
identisch ist mit dem Euglobulin der Ammonsalzfallung. Unter: 
Beachtung jener Versuche, die bei dieser Salzfallung eine gegen- 
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seitige Léslichkeitsbeeinflussung der Proteine ergeben haben!, kénnte 
man gegebenenfalls auf diese Weise eine neuartige Trennung von 
Euglobulin und Paraglobulin + Albumin durchfiihren. 

Fihrt, wie zu erwarten war, auch die ED. mit zwei negativen 
Membranen zu einem stabilen Endpunkt in der Nahe von px 5, so 
muB aber doch darauf hingewiesen werden, daB dieses nur auf dem 
Umwege tiber eine starke Sduerung méglich ist. Es trat Wiederauflésung 
und Wiederfallung der EiweiBkérper ein. Damit ist aber zu Verinde- 
rungen der Konstitution die Méglichkeit gegeben. Will man also eine 
normale? ED. durchfiihren, so erweist sich nach wie vor die Kombination 
von zwei negativen Membranen als unbrauchbar. Dieses auch schon 
wegen der auBerordentlich langen Dauer von 20 Stunden; denn man 
kann kaum eine ED. als praktisch brauchbar bezeichnen, bei der Gleich- 
spannung von 1000 Volt erforderlich ist. Aber selbst in diesem Falle 
ist die Zeit von 6 Stunden fiir viele Untersuchungen noch zu lang. 

Man erkennt ferner auch, daB geringe Spannung bei langer Dauer 
der ED. — bet Nichtbeachtung eventueller Konstitutionstinderung — zu 
demselben Ergebnis fiihrt wie hohe Spannung bei kurzer Dauer. Es 
gibt aber Falle, wo das Arbeiten auf lange Zeit sich von selbst aus- 
schlieBt. Man wird fiir gewéhnlich die Bedenken iiber die Folgen nicht 
zu hoch zu veranschlagen haben, die sich bei kurz dauernder Ejnwirkung 
eines Feldes von 120 Volt/em auf die Struktur der Proteinteilchen er- 
geben. Diese stehen doch im Serum unter der Wirkung der viel starkeren 
interionischen Felder. Immerhin wird man zweierlei in Betracht zu 
ziehen haben: 1. Was geht an dem Eiwei8molekiil wihrend der ED. 
vor, wo dem Serum die Elektrolyte entzogen werden, die jene starken 
interionischen Felder bewirken? 2. Wie ist schlieBlich das Molekiil 
hinsichtlich Form und Valenzverteilung verindert, wenn sich die 
EiweiBkérper gewissermaBen allein in einem Dielektrikum befinden, 
das unter Spannungen (Mazrwellsche Spannungen) steht? Es fragt 
sich nun, in welchem Ausma8 bei den eben auseinandergesetzten Vor- 
gangen oder Zustinden die Starke des auBeren Feldes sich geltend 
macht; ob also etwa 12 Volt/em andere Wirkung haben als 120 oder 
gar 1000 Volt/em. Die Frage ist gegenwiartig nicht exakt zu beant- 
worten. Man muB sich aber Vorstellungen solcher Art machen, wenn 
man zur Entscheidung kommen will iiber die anzuwendende Methode 
der ED. 

Bei wochenlanger Dauer der ED. unter schwachen Spannungen fallt 
die Fehlerquelle der Autolyse und der Infektion durch Faulniserreger 
schwer ins Gewicht. Es braucht wohl kaum erwahnt zu werden, daB fiir eine 


1 G. Ettisch, Ewig und Sachssé, diese Zeitschr. 208, 147, 1928. 
2 D. h. naturgemaéB unter den Bedingungen, wie sie von uns normiert 
worden sind (siehe Anm. S. 401). 











bt 
; 
' 





408 G. Ettisch u. W. Ewig: 


groBe Zahl von Untersuchungen die Methode der Sterilhaltung des 
Serums mittels Desinfizientien nicht diskutierbar ist. Es hat den 
Anschein — nach eigenen Beobachtungen sowie denen andere: 
Autoren! —, als ob kurz dauernde, wenn auch heftige Einwirkungen 
auf die Proteine geringere Veranderungen hervorrufen als milde 
aber lang dauernde. Eine scharfe Prizisierung kann aber diese: 
Ansicht vorab noch nicht erteilt werden. 


2. Vollblutmembran vor der Anode, Pergamentmembran 
vor der Kathode. 


Herstellung der Vollblut-Kollodiummembran. Rinderblut wurde mit 
Ather hamolysiert, der Ather darauf im Vakuum wieder abgedampft. Eine 
Kollodiummembran wurde 24 Stunden in dieser Lésung belassen, daraut 
14 Tage lang gewassert. Die Farbe der Membran ist tiefdunkelrot und 
vollkommen homogen. 


Versuch 2. 


Vollblutmembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode (nach dem 
Trankungsverfahren hergestellt ). 





: zk 
Versuchs- Strom- rem- a 
dauer stirke | peratur Pu Fane l Bemerkungen 
Min. mA ™ 
0 160 20 8,07 56,0 Klares Serum. 120 Volt Spannung 
mit Vorschaltwiderstand 
10 || 500 24,8 9,3 56,8 
30 500 28,5 | 9,48 60,2 
45 40,6 25,1 | 10,1 60,6 Mittelfliissigkeit gelatinis, Wider- 
a stand entfernt 
60 | 20,2 23,7 9,9 67,4 
90 16,2 235 | 7,8 75.4 Leichte Triibung, starke Eindickung 
120 | 10 28,2 | 6,2 65,0 
150 | = 88 21,5 | 5,68 63,2 | Sturkere Triibung 
190 | 34 215 | 586] 61,1 
210 | 3,2 21,3 | Dichte Triibung 
a0 | 3,2 21,2 | 540 522 
270 3,0 21,2 | 5,42 Deutlicher Wassereinstrom in die 
Mittelkammer 
300 3,0 21,1 40,2 
330 3,0 21,1 5,50 39,1 
360 3,0 eon 38,3 
420 3.0 21 | 5.53 38.2 Starbe Triibung, homogener Boden- 
elag 


' The Svedberg. 
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25 30 . 
——> Zeit in Minuten 


90 720 150 780 210 240 260 
Abb. 2. Vollblut-Kollodiummembran 


Die py-Kurve zeigt sofort einen raschen Anstieg ins Alkalische 
Nach 45 Minuten ist 10,1 erreicht, nach 2 Stunden erst wird die 
Neutralitatsgrenze durchschritten. Nach etwa 6 Stunden gelangt 
man bei py 5,5 an den Endpunkt. Der Widerstand im Gesdmtsystem 
ist aber bereits nach 41, Stunden stabil. Er betrigt 4,0 . 105, ist 
also etwas geringer als bei Fiillung der Zelle mit destilliertem Wasser. 
Hierbei betrug der Widerstand 4,3.1052. Die Temperatur erreicht 
als Héchstgrenze noch nicht 29° C. 

Die Refraktion zeigt ein sehr interessantes Verhalten. Sie 
steigt auBerordentlich an, obwoh] — kenntlich am Abfall des Strom- 
transports — Elektrolyte in betrachtlicher Zahl die Mittelkammer 
verlassen haben. Diese Erhéhung laiuft symbat mit dem Anstieg 
der Reaktion ins Alkalische. Sie ist keineswegs beendet, wenn 
die Alkalitét nach 45 Minuten mit py 10,1 ihren héchsten Wert 
erreicht hat, sondern halt so lange an, wie iiberhaupt alkalische 
Reaktion herrscht. Erst kurz bevor die Reaktion in der Mittelkammer 
durch den Neutralpunkt geht — etwa nach 11 Stunden —, beginnt 
der Refraktometerwert zu fallen und hat seinen Ausgangswert erst 
nach 314, Stunden erreicht, wo das pq schon weit im sauren Gebiet, 
etwa bei 5,3 liegt. Dieses eigenartige Verhalten —- Erhéhung der Re- 
fraktion um fast 30°, — hat seinen Grund in der Besonderheit des 
elektrosmotischen Wassertransports wahrend der ED. Solange alkalische 
Reaktion herrscht, dauert die Eindickung an. Bei gewissem Saure- 
grad, dort, wo die Gesamtleitfahigkeit bereits konstant ist, und wo der 
pu-Wert sich nicht mehr erheblich andert, tritt erst wieder ein sichtbarer 
Wassereinstrom in die Mittelkammer auf. Dieses Verhalten weist 
nun zweifelsfrei darauf hin, daB hier die Potentialverhaltnisse an und 
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in den Membranen dafiir verantwortlich zu machen sind. Ohne ge 


nauere Kenntnis der hier herrschenden Verhaltnisse — unser gegen 
wartiges Wissen davon ist véllig unzureichend kann man eine Er 


klarung dafiir nicht geben. Es sind aber Versuche im Gange, die ein 
Erklarung zu bringen imstande sein werden. 

An dem Verhalten des EiweiSausfalles ist wichtig, da8 der Fallungs 
prozeB, so wie er von Eitisch und Beck! dargelegt worden ist 
auch hier trotz der Eindickung wieder erscheint. Nach Elektrolyt 
entzug beginnt hier in der Nahe des Neutralpunktes der Globulinausfal! 
und nimmt zu bis zur Erreichung des isoelektrischen Punktes. Dab 
oberhalb jenes Punktes keine gréBeren Eiweimengen ausfaller, hat 
seinen Grund in der alkalischen Reaktion. Die OH-Ionen haben eine 
sehr starke peptisierende Wirkung. Sie treten an die Stelle der anderen 
entzogenen Elektrolyte. Auch dariiber haben die genannten Autoren 
in ihrer Arbeit berichtet. Der Anstieg des Refraktometerwertes zeigt. 
daB der Wasserentzug in der Mittelkammer hierbei gréSer ist als der 
KiweiBausfall. 

Am SchluB der ED. ist der EiweiBausfall quantitativ durchaus 
normal. Ob er qualitativ derselbe ist, als wenn Reaktionsverschiebung 
und Eindickung nicht stattgefunden hatten, laBt sich zurzeit noch 
nicht genau feststellen. Kondensationsprodukte, wie bei der ED. mit 
der Chromgelatinemembran, sind nicht beobachtet. 

Falls fiir eine Untersuchung der Gang ins Alkalische keine Rolle 
spielt, stellt die ED. mit einer solechen *" ubrankombination eine 
ideale Konzentrierungsmethode dar. Ur bricht man diese ED 
etwa nach 13, Stunden, so hat man in di -r Zeit 1. die Elektrolyte 
weitgehend entfernt, 2. keine stérende Te peratursteigerung erlitten. 
3. neutrale Reaktion und dabei 4. eine etwa ‘0 °,ige (refraktometrische ) 
Konzentrationserhéhung erreicht. 

Mit dieser Eindickung geht, wie die Spalte ,, Bemerkungen” zeigt. 
eine starke ViskositiitserhGhung in der Mittelkammer einher. Die 
Zahigkeitszunahme ist naturgemi8 zu einem Teil bedingt durch den 
Wasserentzug. Der Hauptgrund dafiir aber ist in der alkalischen 
Reaktion der Mittelkammerfliissigkeit zu suchen. Die Viskositats- 
erhéhung ist reversibel bei Wiedereinstrémen von Wasser. Aus diesen 
Tatsachen ergibt sich deutlich die groBe Bedeutung, die der Uber- 
wachung der Refraktion des Serums wahrend der ED. zukommt 


Diese Bedeutung ist mindestens von derselben GréBe wie die der 


Temperatur oder die des pg-Wertes. 


Die Dauer der ED. von etwa 6 Stunden muB als eine recht lange 


bezeichnet werden. 


1 Siehe Anm. 2 8. 405. 
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Alle Bedenken tiber den EinfluB, den langeres Verweilen in sauren 
Medien auf die Konstitution der Proteine auszuiiben vermégen, miissen 
in verstarktem Mae bei langerem Verweilen unter alkalischer Reaktion 
geltend gemacht werden. 

In dem nun folgenden Versuch wurde eine Membran verwendet, 
die genau so hergestellt, aber kiirzere Zeit gewiissert war. Der Gesamt- 
widerstand errechnet sich zu etwa 3,4.1058. Am Schlu8 der ED. 
dagegen findet sich unter erhéhter Spannung der Wert von 4,3 . 105 Q 
also derselbe Wert, der bei der vorigen Membrankombination dem 
Anfangswert mit Aqua destillata entspricht. Man erkennt daraus klar, 
daB die Verfolgung des Stromtransportes ein véllig befriedigendes Mittel 
ist, um iiber die Verhaltnisse in der Mittelkammer hinsichtlich des 
Elektrolytentzuges MaBgebliches zu erfahren. Auch 1a8t sich zeigen, 
daB dieses Verfahren theoretisch durchaus einwandfrei ist und gegen- 
iiber der Methode der gesonderten Bestimmung der spezifischen Leit- 
fahigkeit des Mittelkammerinhalts seine Vorziige besitzt. Es wird 
weiter unten noch einmal iiber diesen Punkt zu sprechen sein. 

AuBerdem ist in dem vorliegenden Versuch von Hochspannung 
Gebrauch gemacht worden. 


Versuch 3. 


Vollblutmembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode (getrankt). 





Versuchs- Tem- Strom- 


dauer peratur stirke Pu Prana al Bemerkungen 
Min. °C mA 
0 19 270 7.77 57.3 Klares Serum, 120 Volt Spannung 
mit Vorschaltwiderstand 
10 80,0 1800 8.85 57.4 Gelatinésere Konsistenz des Serums. 
- = Widerstand entfernt 
30 23,7 210 9,12 58,7 
45 21,8 82 9.16 59.5 
60 20,7 14,8 60,1 
90 20.4 9.2 8.55 57,4 Mittelzelle noch klar, aber weniget 
, é gelatinis 
120 20,2 46,0 7,0 500 Volt Spannung 
135 28,1 39.6 6.5 449 Leichte Triibung der Mittelfliissig- 
} keit 
150 | 22,7 16,4 5,26 42.1 Starke Triibung, Bodenbelag 
180 21,2 9,2 5,08 38,1 Dicke milehige Triibung; dicker 
1 ; Po Bodenbelag 
210 | 20,1 8,4 37,8 
23,0 16 1 37.7 1000 Volt Spannung. Kiihlung der 
240 6 5, . Seitenzellen mit Eisstiickchen, 
| stirkere Spiilung 
270 24,1 24,0 5,18 Wassereinstrom in die Mittelzelle 
300 24,0 21,2 32,8 
360 23,7 21,0 | 5,27 32,0 


420 || 23,5 21,0 5,34 31,8 
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Man findet grundsitzlich dasselbe Verhalten vor wie bei dem 
vorigen Versuch, namlich Anstieg ins Alkalische — nicht ganz so hoch 
aber immer noch betriachtlich. Solange Alkalitaét andauert, besteht 
elektrosmotischer Wasseraustritt aus der Mittelkammer. Hier tritt 
noch klarer hervor, daB die dabei entstehende Viskositatserhéhung 
des Serums ihren hauptsachlichen Grund in der Reaktionsverschiebung 
hat; denn in den ersten 10 Minuten der ED. andert sich die Licht- 
brechung des Serums so gut wie gar nicht. Die Alkalitat steigt abe: 
um mehr als eine Zehnerpotenz und mit ihr die Viskositat des Serums 
In derselben Weise wie vorher tritt dann auch spiter wieder der Wasser 
einstrom in die Mittelkammer ein. In derselben Weise tritt auch dei 
Globulinausfall auf. Der Endpunkt der ED. dagegen liegt gegen den 
vorigen um ein kleines mehr nach den sauren Werten hin. Der Einflub 
der Hochspannung, so wie sie unter unseren Verhaltnissen angewendet 
wurde, ist unbetriachtlich. Legt man nach zweistiindiger Dauer 500 Volt 
an und nach weiteren 2 Stunden 1000 Volt, so hat man trotzdem mit 
6 Stunden ED.-Dauer zu rechnen. Im Gegensatz zur Kombination 
Kollodium - Pergament bedeutet Hochspannung hier keinen Zeit- 
gewinn. 

Es liegt nahe, in diesem Zusammenhang die Chromgelatine- 
membran von Ruppel! zum Vergleich heranzuziehen. Zunachst geht 
diese im frischen Zustande noch weiter ins Alkalische als die Voll- 
blutmembran. Dagegen fehlen aber bei dieser vollkommen jene 
Kondensationsprodukte, die dort auftreten. Es tritt hier keine Ein- 
wanderung von keineswegs indifferenten, blutfremden Substanzen auf, 
wahrend dort mit einer solchen von Ammonium- und Chromionen 
zu rechnen ist. Ein weiterer Nachteil der Ruwppelschen Membran 
besteht in ihrer stetigen Anderung. Dadurch erscheint es aus- 
geschlossen, reproduzierbare Verhiltnisse hinsichtlich der End- 
produkte der ED. zu erlangen. 


3. Hédmoglobin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergamentmembran vor 
der Kathode. 


a) Ausgeschiittelte Membran. 


Herstellung. Hamoglobin pulverisiert (Merck) wird mit Kahlbaums 
Alkohol-Atherkollodium ,,zur Herstellung von Membranen“‘ ausgeschiittelt. 
Nach zweistiindigem Zuwarten wird eine Membran ausgegossen. Sie sieht 
leicht braunlich aus. Nach 48stiindigem Wassern kam sie in den Ge- 
brauch. 


1 Ruppel, Ber. d. Deutsch. Pharm. Ges. 80, 314, 1920; Zeitschr. f. 
Hygiene 97. 
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Versuch 4. 


Hamoglobin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 
(ausgeschiittelt ). 





Versuchs- Strom- Tem- 


dauer stirke peratur PH F secon Bemerkungen 
Min. mA oC 
0 3820 21.0 8.15 53,1 Klares Serum, 120 Volt, Vorschalt- 
5 1800 27,3 =| 801 52,9 widerstand 
10 1890 30,2 7,45 52,4 
15 1640 29,1 6,23 47,0 Triibung, Widerstand entfernt 
30 160 23,1 4.72 50.0 Beginnende Aufklirung der Mittel- 
fliissigkeit 
60 11,2 21,4 4,50 47,4 Fast ganz klar, Wandbelag am 
90 10.0 21,3 421 Pergament.— Dicker Wandbelag 
120 90 212 463 430 ——— 
150 8,6 21,1 37,0 : 
180 8.4 21,1 4,82 36,3 Leichte Triibung, dicker Wandbelag 
10 
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Abb. 3. 

Himoglobin-Kollodiummembran. 


(a) bedeutet: Membran ist aus dem Ausschiittelverfahren hervorgegangen. 
(T) bedeutet: Membran ist aus dem Trinkungsverfahren hervorgegangen. 


Der Gang der ED. ist von dem der Vollblutmembran erheblich 
verschieden. Es ist aber zu bedenken, daB jene eine getrdinkte Membran 
war. Es wird sich im weiteren Verlauf der Arbeit zeigen, daB dieses 
einen wesentlichen Unterschied bedingt. 


Langsam sinkt der py-Wert vom Ausgangswert des Serums in 
knapp 15 Minuten bis zum Neutralpunkt. Bei der Vollblutmembran 
dauerte dieses iiber 100 Minuten. Nach 90 Minuten ist der tiefste 
Punkt mit 4,21 erreicht, und nach 180 Minuten der Endwert von 4,8. 
Die héchste Temperatur ist 30,2°. Der EiweiBausfall ist an sich der 
Regel entsprechend. Doch fallt auf, da8 der kathodische Wandbelag 
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414 G. Ettisch u. W. Ewig: 


sich bereits bei relativ hohem pg-Wert einstellt und noch erhalten 
bleibt, wenn die Reaktion weit gegen die Neutralitatsgrenze zuriickgeht 


b) Getrankte Haimoglobinmembran 
(s. auch Abb. 3). 


Es wurde hierfiir ein Versuchsprotokoll aus einer friiheren Arbeit ! 
herangeholt. Nur mit aller Vorsicht ist ein Vergleich beider 
Versuche durchzufiihren. Die Membrankombination war sonst di 
gleiche. Die ED. war nicht mit der Apparatur von Ziétisch und 
Ewig vorgenommen, sondern aus auBeren Griinden in der von Pauli, 
und zwar mit einer Fiillung von 100ccm Serum. Als erheblicher 
Nachteil dieses Protokolls muB8B auch bezeichnet werden, daB die 
wichtigen Angaben fehlen: iiber die Temperatur, die Refraktionswerte 
sowie auch die so aufschluBreichen Beobachtungsvermerke. 


Versuch 5. 
Hamoglobinmembran vor der Anode, Pergamentmembran vor der Kathode 
(getrankt). Es wurde mit 120 Volt dialysiert. 





att Strometarke Pres woken Bt wef all P agen 
Std. mA (cem 0,1 Lisung) (cem 0,1 Lésung) i” der Mittelkammer 
0 420 — — 7,8 
0,5 660 35,0 37,5 7,7 
1,0 460 43.9 51,9 8,0 
1,5 80 40,9 24,2 9.1 
2.0 53 fe 7,7 8,9 
2.5 39 42 5,1 8,0 
3,0 27 3,8 3,8 8,1 
3,5 18 2,5 1,9 7,0 
4.0 17 1,9 1,9 6.8 
4,5 12 1,5 0,7 6,9 
5,0 12 1,2 0,0 6,4 
6,0 9 —_— _— 6,0 
7,0 7 — — 5,6 
85 2 _— — 5,3 


Es fallt die betrachtlich jange Dauer der ED. auf (etwa 9 Stunden). 
Schon bei der Vollblutmembran war darauf hingewiesen worden. 
Man wird dieses daher nicht in vollem Mae auf die ungiinstigere 
geometrische Konfiguration (relativ kleine Elektrodenflichen, etwa 


1 Ettisch, Bradfield und Ewig, Koll.-Zeitschr. 45, 141, 1928. 





finfr 
der 1 
Mom 
darin 


( 
Versi 
alkal 
dort. 


. 


ideal 
alleix 
kom 
mem 
bei ¢ 


I 


exsik 


Vollse 


Versu 
dau 
Mir 


1! 


> -» Ww 


9 
15 
181 


21 


27 








ilten 
reht 


beit | 
sider 
die 
und 
auli, 
icher 
die 
erte 


hode 


amme? 


den). 
rden. 
igere 


etwa 
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finfmal so groBer Elektrodenabstand bei gleicher Klemmenspannung) 
der verwendeten ED.-Zelle zuriickfiihren kénnen, obwohl auch dieses 
Moment dabei eine Rolle spielt. Der Hauptgrund scheint vielmehr 
darin zu liegen, daB es sich um eine getrdénkte Membran handelt. 


Ganz anders aber ist hier der py-Verlauf gegeniiber dem bei 
Versuch 4. Wie bei der Vollblutmembran, tritt ein Anstieg ins 
alkalische Gebiet ein, wenn er auch nicht so erheblich erscheint wie 
dort. 


Wahrend man also die ausgeschiittelte Himoglobinmembran als 
ideale Membran fiir normale ED. bezeichnen kann, wird die getrdnkte 
allein zu einer ,,spezifischen“ ED. Verwendung finden kénnen. Man 
kommt ferner zu dem Schlu8, da8 bei der Trainkung einer Kollodium- 
membran mit Vollblut das Hamoglobin von wesentlicher Bédeutung 
bei der sich bildenden speziellen Membran ist. 


4. Vollserum-Kollodiummembran vor der Anode, Pergamentmembram vor der 
Kathode. 
a) Ausgeschiittelte Membran. 


Herstellung der Membran. Frisches Rinderserum wurde im Vakuum- 
exsikkator bei etwa 40°C zu trockenem Pulver eingedampft. Dieses wurde 


Versuch 6. 


Vollserum-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 
(ausgeschiittelt ). 





Versuchs- || Strom- | Tem- 


dauer stiirke peratur PH Baa Bemerkungen 
: Min. mA °C | 
0 120 20,1 8,15 55.8 Klares Serum, 120 Volt Vorschalt- 
ni x kN ‘i widerstand : 
10 500 23,7 7,66 55,0 
30 500 25,5 6,56 54,6 
45 800 26.1 4,62 51.0 Starke Triibung, Bodenbelag, Wider- 
stand nach 40 Min. ausgeschaltet 
60 26 22.3 4.5 47.3 Kein Niederschlag am Pergament 
90 6,2 21,3 4,58 43.8 
120 5,6 21,3 
150 5,0 20,9 4,89 39,7 
180 4,2 20.4 
210 3,2 19,9 5,07 38,4 
240 80 | 198 
270 3,0 19,7 5,28 34,7 
300 28 19.7 5.35 34.4 Starke Triibung, homogener Ausfall 


ohne Kondensationsprodukte 
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416 G. Ettisch u. W. Ewig: 


dann im Mérser aufs feinste verrieben und darauf mit dem Membran- 
kollodium mehrmals ausgeschiittelt. Nach 24stiindigem Zuwarten erhielt 
man eine feine Verteilung des Pulvers in der Fliissigkeit, die merkwiirdiger- 
weise in diesem, wie in allen anderen Fallen der Ausschiittelung in ihrer 
Viskositat nunmehr erheblich herabgesetzt war. Von diesem Gemisch giebt 
man eine Membran aus und la6t sie 24 Stunden wassern. Sie hat milchig 
triibes Aussehen. 
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Abb. 4. 
Vollserum-Kollodiummembran. 


Die Dauer der ED. betragt etwa 4 Stunden, eine verhaltnismaBig 
lange Zeit. Der Widerstand des Gesamtsystems mit 4,3 . 105 2 zeigt 
wiederum die vollkommene Ubereinstimmung mit dem Werte bei 
Fillung mit Aqua destillata an. Es hat sich demnach der eigene 
Widerstand der Membran wahrend der ED. nicht geandert. 


Die Temperatur blieb unterhalb derjenigen Grenzen, die den 
Proteinen unmittelbar schadlich sein kénnten, sie betragt im Héchst- 
falle 26,1°C. Der py-Verlauf geht vom alkalischen Ausgangswert 
sofort auf den Neutralitéitspunkt zu. Er ist nach noch nicht 
25 Minuten erreicht. Auch weiterhin ist der py-Abfall sehr stark. 
Nach einer Stunde ist er bei 4,5 angelangt. Von hier aus hebt er 
sich langsam bis zum Werte 5,3. Auch der Eiweibausfall verlauft 
regelrecht. Es fehlt der Anstieg der Refraktion; denn es fehlt der 
dazu notwendige py-Gang ins alkalische Gebiet. Wir haben hier 
also, wie zu erwarten war, keinen besonders auffallenden abnormen 
elektrosmotischen Wassertransport. 


b) Mit getrankter Membran. 


Herstellung. Eine Kollodiummembran wurde 18 Stunden in klares, 
nicht hiamolytisches Rinderserum gelegt und dann 24 Stunden gewassert. 
Die Membran hatte einen gelblichen Farbenton. 
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y 


Versuch 7. 


Vollserummembran vor der Anode, Pergarnent vor der Kathode (getrankt). 





Versuchs- Strom- Tem- 


dauer || stirke | Peratur Pu Penal Bemerkungen 
Min. mA } °C 
0 240 20,3 8,05 58,1 Klares Serum, 120 Volt Spannung 
10 1120 29.0 8.7 59.6 mit Vorschaltwiderstand 
’ sf ’ 
20 1000 30,2 8,5 62,8 
30 440 25,5 8,21 | 65,6 Widerstand entfernt 
40 120 22.9 7,74 69,9 | Dontiiche Eindickung in der Mittel- 
50 23,4 212 | 7,39) 71,0 TF 
60 22 20,9 7,22 60,6 Starke Triibung 
90 12,8 20,8 6,51 53,0 
120 9,2 20.7 6.05 47.7 Dicke milchige Triibung, Boden- 
belag. Auf den Membranen hat 
sich nichts niedergeschlagen 
150 6,2 20,6 5,48 40.8 Richpns der anfiinglichen FEin- 
dickung 
180 62 | 206 | 520} 369 
210 | 6,1 20,5 5,22 36,8 


Nach dem Verlauf des Stromtransports zu urteilen, ist die ED. 
nach 3 Stunden beendet. Danach bleibt auch der Refraktometerwert 
konstant, wie allem Anschein nach auch der py-Wert. Der Widerstand 
des Gesamtsystems betrigt hier 2.105. Die héchste Temperatur 
betrug 30,2°C. Der py-Verlauf zeigt einen leichten anfanglichen 
Anstieg ins Alkalische. Nach 20 Minuten ist der Extremwert 8,5 
erreicht. Nach etwa einer Stunde wird der Neutralpunkt durch- 
schritten. Jetzt sinkt der Wert langsam bis auf 5,22. Wie zu er- 
warten war, tritt bei der Refraktion eine Erhéhung mit ansteigender 
Alkalitat in der Mittelkammer auf. GréBter Refraktometerwert und 
héchster py-Wert fallen wie gewoéhnlich nicht zusammen, wohl aber 
fallt schlieBlich die Refraktion mit Nachlassen der Alkalitét. Bei 
Durchschreiten der Neutralitiitsgrenze ist der Ausgangswert noch 
nicht vollkommen erreicht, wohl aber ganz kurze Zeit danach. 
Von hier aus beginnt ein starker Abfall. Schon vor dem héchsten 
Refraktometerwert bemerkt man eine deutliche Viskosititserhéhung 
in der Mittelkammer. Spiter, in der Gegend von py 5,4, beginnt 
der riicklaufige Wassereinstrom, die Eindickung in der Mittelkammer 
laBt nach. 


Es mag schlieBlich noch das Protokoll von einer getrankten Voll- 
serummembran angefiihrt werden, die eine ganze Reihe von ED. 
mitgemacht hatte. 


Biochemische Zeitschrift Band 216. 27 
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418 G. Ettisch u. W. Ewig: 


Versuch 7a. 


Mehrfach gebrauchte Vollserummembran vor der Anode, Pergament vo 
der Kathode (getrankt). 





Versuchs- Strom- Tem- Refrak- 
dauer stirke peratur Pu Sonawert Bemerkungen 
Min. mA oC 
0 320 19.5 7.87 57.3 Klares Serum, 120 Volt Spannung 
10 1800 30.3 7.54 56.2 mit Vorschaltwiderstand 
20 1800 30,1 7,25 54,5 Widerstand nach 15 Minuten entfern: 
30 232 25,0 6,91 51.6 Leichte Triibung 
45 32 19.8 47,2 Starke Triibung 
60 10,0 19,3 6,05 
90 8,2 19,2 5,6 40,8 
120 8,0 19,2 5,42 39,8 
150 7,8 19,2 5,20 
180 7,6 19,2 5,19 39,3 
940 7.4 19.2 5,22 39.2 Homogener Ausfall ohne jegliche 


Kondensationsprodukte. Kei: 
Belag auf den Membranen 


Die Dauer betrug 4 Stunden, also langer als bei der frischen 
Membran. Die Endstromstirke war gréBer als dort. Der Gesamt- 
widerstand betrug schlieBlich 1,7 .1058. Da der EiweiBausfall sowie 
der py-Verlauf nach 4 Stunden konstant waren, liegt die Vermutung 
einer leichten Anderung der Membran wahrend der ED. nahe. Die 
Temperatur blieb in der unmittelbaren Nahe von 30°C. Der py-Verlauf 
zeigt einen ganz allmahlichen Abfall vom Ausgangspunkt des Serums 
an ohne Anstieg ins Alkalische. Man erkennt auch hieraus, daB eine 
Anderung an der Membran eingetreten sein mu8. Allerdings mui 
dabei im Auge behalten werden, da8 auch Anderungen von seiten des 
Serums vorliegen kénnen. Entsprechend dem idealen Verlauf der 
pu-Kurve, fehlt auch die Erhéhung der Refraktion, d.h. der anomale 
elektrosmotische Wassertransport. Entsprechend dem langsamen Ab- 
sinken der Lichtbrechung tritt eine Triibung auf, die starker wird. 
sobald das saure Gebiet erreicht ist. Ohne Wandbelag und ohne Konden- 
sationsprodukte findet sich schlieBlich ein homogener Bodenkérper 
von EiweiB. 

Man entnimmt aus alledem, daB der beschriebene Anstieg ins 
Alkalische bei der getrankten Vollblutmembran keineswegs allein 
durch das Himoglobin hervorgerufen wird, sondern daB auch Serum- 
bestandteile bei der Membranherstellung nach dem Trankungsverfahren 
wirksam sind. 

So, wie bei der ausgeschiittelten Hamoglobinmembran, fehlt dieser 
Anstieg auch vollkommen bei der ausgeschiittelten Vollserummembran 
Es scheint sich ferner zu ergeben, daB der Verdacht auf geringe Ande- 
rungen der Membran wahrend der ED. berechtigt ist. 
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). Serumglobulin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergamentmembran vor 


der Kathode. 


a) Ausgeschiittelte Membran. 

Herstellung der Membran. Serumglobulin wurde durch ED. mit der 
Eieralbuminmembran gewonnen. Nach dreimaligemWaschen mit Aqua dest. 
wird der Niederschlag abzentrifugiert und im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Das im Morser pulverisierte Protein wird mit Kollodium ausgeschiittelt. 
Man 1la8t das Gemisch einige Tage stehen. Dann gieBt man eine Membran 
aus und wassert sie 24 Stunden. Die Membran sieht dann schwach milchig 
getriibt aus. 

Versuch 8. 
Serumglobulin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der 
Kathode (ausgeschiittelt). 








Versuchs- Strom- Tem- Refrak- 
dauer stirke peratur Pu arate ert Bemerkunger 
Min. mA °C 
0 240 19,2 8,01 55,2 Klares Serum, 120 Volt Vorschalt- 
10 1600 15,0 7,40 55,4 widerstand 
20 1800 28,3 5,30 Triibung 
30 1600 30,1 4.04 50.9 Starke Triibung, Widerstand aus- 
geschaltet 
45 200 24,2 46.4 Wiederaufklirung, Wandbelag am 
60 36,4 20,3 3,82 Pergament 
90 10,2 19,4 3,70 42.0 Ganz klare Mittelfliissigkeit 
120 4.6 19,1 3,91 Dicker klumpiger Bodenbelag 
150 4.4 19,0 
180 44 19,0 3,95 
210 4,2 19,0 3,99 35,5 Von der 211. Minute 500 Volt 
215 16,8 21,6 Spannung 
240 29.2 22 6 4.78 33.7 Leichte Triibung der Mittelfliissig- 
keit 
270 94.0 92 9 491 32.7 Von der 271. Minute 1000 Volt 
Spannung 
275 43,6 28,7 Wassereinstrom in die Mittelzelle 
300 70.8 992 0 5.17 31.3 Starke milchige Triibung. Fast 
; kein Belag mehr am Pergament 
‘ ‘ zu erkennen 
330 40,2 21,1 Dicker Bodenbelag 
360 38,0 12,0 5,23 30,5 
9 
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Abb. 5. Globulin-Membran. 
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420 G. Ettisch u. W. Ewig: 


Es muBte 6 Stunden elektrodialysiert werden, 314 Stunden bei 
120 Volt. Dabei kommt man bis zu einem Gesamtwiderstand des 
Systems von 3.1058. In dieser Zeit steigt die Temperatur héchstens 
auf 30°C. Der py-Verlauf zeigt nur geringfiigige, nicht auswertbare 
Abweichungen von dem Verlauf bei Verwendung einer reinen Kollodium- 
membran. Recht rasch und ohne alkalischen Anstieg geht es ins saure 
Gebiet. Nach etwa 12 Minuten ist der Neutralpunkt erreicht, nach 
90 Minuten das pq-Minimum mit 3,7. Nunmehr erfolgt langsamer 
Anstieg bis auf 5,23. Die Lichtbrechung nimmt wahrend der ED. 
langsam ab. Gegen Ende macht sich der Wassereinstrom geltend, 
er setzt die Refraktion dort noch weiter herab, wo kein EiweiSausfall 
mehr stattfindet. Man erkennt weiterhin, daB wiederum etwa bei 
pu4,0 die Wiederauflésung des Globulins eintritt und kurz darauf 
die Ausbildung des Belags auf der Pergamentmembran. Bei Riick- 
gang der Sauerung tritt in der Gegend von py 4 dann wieder ein Eiwei- 
ausfall auf. 


Werden nach 3 Stunden statt der 120 Volt 500 Volt und schlieBlich 
dann 1000 Volt angelegt, so bleibt das fiir den Stromtransport ohne 
wesentliche Bedeutung. Man erhalt auch nach dreistiindiger Dauer nur 
einen Widerstand von etwa 3.10°8. Der py-Wert nimmt dagegen 
noch zu, der Refraktionswert noch erheblich ab. Der zuletzt genannte 
Umstand wird zu einem Teil noch hervorgerufen durch den Ver- 
diinnungseffekt infolge elektrosmotischer Wasserzufuhr zur Mittel- 
kammer. 


Man kann also sagen, daB diese ED. sich auch bei Verwendung 
von Hochspannung sehr nahe so gestaltet, wie eine solche in einer 
reinen Kollodiummembran. 


Es folgt aus diesen} Versuchen, daB unter den obigen Um- 
stinden das Globulin sich gegeniiber der Ather-Alkohol-Kollodium- 
lésung fast vollkommen indifferent verhalt. Dieser Umstand wird 
bei der spiteren Diskussion eine wichtige Rolle spielen, wenn 
nimlich die bei der Membranbildung anzunehmenden Vorginge 
niher erértert werden. Es mu aber ferner darauf hingewiesen 
werden, daB der Verlauf der ED. mit der ausgeschiittelten Globulin- 
membran sich unterscheidet von dem mit der ausgeschiittelten 
Vollserummembran. Mit anderen Worten, beim Ausschiitteln des 
Kollodiums mit Vollserum ist es keinesfalls das Globulin, das im 
Vordergrund der Wirkung steht. 


b) Getrankte Membran. 


Herstellung der Membran. Das durch ED. gewonnene Globulin wurde 
nach dreimaligem Waschen mit Aqua dest. in n/100 NaOH aufgeldst, 
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dann mit n/100 HCl bis auf py 7,35 titriert. Mit dieser Lésung wurde eine 
Kollodiummembran 24 Stunden getrinkt und dann 28 Stunden in Aqua 
dest. gewassert. 


Versuch 9 (s. auch Abb. 5). 


Mit Globulinlésung getrankte Kollodiummembran vor der Anode, Per- 
gament vor der Kathode (getrankt). 





Versuchs- Strom- Tem- 


dauer stiirke peratur PH B nr Bemerkungen 
Min. ean mA oC 
0 280 20,8 8,05 55,4 Klares Serum, 120 Volt Spannung, 
i ou Vorschaltwiderstand 
10 1800 30,2 7,58 55,6 
20 1800 80.0 7,49 Widerstand nach 23 Minuten aus- 
geschaltet ° 
30 400 30,3 74 67,0 Leichte Triibung 
45 26 24.8 7,08 Starke Eindickung in der Mittelzelle 
60 11,4 20,6 60.5 Starke Triibung, Bodenbelag 
90 6,4 20,4 6,55 
120 4,2 20,2 5,75 47,5 
150 3,9 20 Riickgang der Eindickung 
180 3,6 20 4,52 | 38 
210 3.4 90 4.80 37.8 Dicke Triibung, kein nennenswerter 


Wandbelag aus Pergament 


Die Dauer der ED. betrug 3 bis 344 Stunden. Man kommt zu 
einem Endwiderstand des Gesamtsystems von 3,5 . 105 &. Die Tempe- 
ratur blieb in den erforderlichen Grenzen. Der py-Verlauf ist als ideal 
zu bezeichnen. Ohne ins Alkalische zu steigen, findet von Anfang an 
ein nahezu linearer Abfalh dieses Wertes statt. Nach etwa 45 Minuten 
ist der Neutralpunkt erreicht. Entsprechend dieser Aufenthaltszeit 
im alkalischen Gebiet findet sich ein Anstieg im Refraktionswert, 
also eine Konzentrationserhéhung infolge abnormer elektrosmotischer 
Wasserausfuhr aus der Mittelkammer statt. Wie stets beobachtet, 
ist der Ausgangswert noch nicht erreicht, wenn der py-Wert 7 durch- 
schritten hat. Zu dem abnormen elektrosmotischen Wasserausstrom 
ist also nicht eine Zunahme alkalischer Reaktion Vorbedingung, 
vielmehr geniigt der ldngere Aufenthali im alkalischen Gebiet, selbst 
bei Abnahme des py. Darauf sei, weil bedeutungsvoll, an dieser Stelle 
hingewiesen. 

Ein zweites Protokoll sei noch angefiihrt. Hier wurde die getrankte 
Membran genau so hergestellt, nur war das Globulin in Kochsalz aufgelést, 
dem einige Tropfen n/100 NaOH zugefiigt waren. Das pq war nicht be- 
stimmt worden, die Lésung war jedoch sicherlich alkalischer als diejenige, 
in die die Membran von Versuch 9 eingelegt worden war. 
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Versuch 10. 


Mit Globulin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 
(getrankt). 





Versuchs- Strom- Tem- Refrak- 
dauer stirke peratur Pu peace ert Bemerkungen 
Min. mA °C 
0 360 22 8.05 55.0 Klares Serum, 120 Volt Spannung 
mit Vorschaltwiderstand 
10 1600 30,1 6,75 53,6 Triibung 
20 340 30.0 4.46 Dicke Triibung, Widerstand nac} 
14 Minuten ausgeschaltet 
30 20 23.1 4.09 45.1 Aufklirung, leichter Belag an de 
Pergamentmembran, Boden- 
belag 
45 6.6 20.0 4.14 Fast klar, dicker Belag am Per 
60 6,0 19,7 4,25 38,5 gament 
90 5,6 19,6 4,28 Mittelfliissigkeit wieder etwas 
120 5,4 19,6 34,2 triiber 
180 5,2 19,5 4,29 
210 52 19.5 4.32 33.0 Mittelfliissigkeit triibe, kriaftiger 
, Wandbelag am Pergament, star 
ker klumpiger Bodenbelag mit 
Kondensationsprodukten 
215 21,8 22.4 Von der 211. Minute 500 Volt 
240 17,2 25,8 4,67 32,4 Cpenany 
270 13,8 24,2 
300 13,0 22,7 4,88 32,1 
360 12.8 9926 4.95 31.9 Mittelfliissigkeit stark  getriibt 


Bodenbelag mit Kondensations- 
produkten, minimaler Wand- 
belag aus Pergament 


Die Zahlen zeigen den EinfluB der Variation des py der trankenden 
Globulinlésung. Wenn auch Genaues iiber jenen pg-Wert nicht mit- 
geteilt werden kann, so gab uns der Verlauf der ED. doch Veranlassung. 
diesem Einflu8 in einer gesonderten Arbeit nachzugehen. 

Die Dauer der ED. ist eine ‘wesentlich langere als bei der von 
Versuch 9. Um zu etwa demselben Werte des py und des Gesamt- 
widerstandes zu gelangen, bedarf es 5 Stunden statt 314, oder nach 
3, Stunden betragt der Widerstandswert erst 2,3 .105Q statt 3,5 . 10° 
und der py-Wert liegt bei 4,3. Die ED.-Zeit von 5 Stunden ist also 
zuriickzufiihren auf die beschleunigende Wirkung der 500 Volt 
Spannung, die nach 34 Stunden angelegt wurde. Ware sie nicht an- 
gelegt worden, so hatte die ED. gewiB noch langere Zeit gedauert. 

Der py-Verlauf ist auch von dem im vorigen Versuch erheblich 
verschieden. Er geht von Anfang an energisch ins saure Gebiet. Schon 
nach 7 bis 8 Minuten ist dieses erreicht, nach 30 Minuten der tiefste 
pu-Wert 4,09. Von hier aus steigt dieser wieder an, aber auBerordentlich 
langsam. Fiir knapp eine Zehnerpotenz braucht man trotz 500 Volt 
iiber 5 Stunden. 

Entsprechend dem pg-Verlauf zeigt die Refraktion keine Er- 
héhung. In der Nahe von 4,0 tritt, ganz der Regel entsprechend, Auf- 
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klarung in der Mittelkammer ein und gleichzeitig leichter Wandbelag 
an der kathodischen Membran. 

Aus diesen Versuchen geht einwandfrei der erhebliche Einflu8 
hervor, den der physikalisch-chemische Zustand der  triankenden 
Proteinlésung besitzt. 

Ein grundsdtadicher Unterschied besteht zwischen ausgeschiittelter 
und getrinkter Membran. 

Man kénnte nunmehr fragen: ist beim Trankungsvorgang mit 
Serum etwa das Globulin derjenige Kérper, der im Vordergrund der 
Wirkung steht (s. auch 8.420, Z.28ff.)? L. Reiner! hat behauptet, 
da8, wenn Serum mit einer Kollodiummembran in Beriihrung steht, 
nach ganz kurzer Zeit sich infolge bevorzugter Adsorption eine Globulin- 
membran bilden miBte. Das Unzutreffende dieser Behauptung, fiir 
die er keinen experimentellen Beweis bringt, ist schon einmal auf 
andere Weise dargelegt worden?. Hier ist eine direkte Priifung er- 
méglicht. Vergleicht man Versuch 7 mit Versuch 9 (und die entsprechen- 
den Abbildungen), so erkennt man, daB die ED. mit der frischen Voll- 
serummembran einen ganz anderen Gang zeigt als die mit frischer 
Globulinmembran. Jene steigt ins Alkalische und bleibt etwa eine 
Stunde darin. Dann sinkt der pg-Wert langsam auf 5,2. Bei dieser 
dagegen sinkt er von seinem Ausgangswert auf 4,5 und zeigt darauf 
langsamen Anstieg. Entsprechend dem unterschiedlichen py-Verlauf 
sind dann auch die anderen Vorgange, wie schon an mehreren Stellen 
ausgefiihrt worden ist, bei beiden Membranen voneinander unter- 
schieden. Noch weniger giiltig erweist sich jene Annahme, wenn man 
zum Vergleich mit Versuch 7 den Versuch 10 heranzieht. 

Man erkennt deutlich, daB entsprechend der lingeren Verweilzeit 
der Membran im Serum sowie der doppelseitigen Beriihrung immerhin 
das Serum das Kollodium geandert hat. Als eine Globulinmembran 
jedoch kann die betreffende Membran nicht gedeutet werden. In den 
Zeiten aber, in denen Reiner das geschehen lassen will, volizieht sich, 
wie die Versuche ergeben haben, gar keine Anderung der Kollodium- 
membran. 


6. Serumalbuminmembran vor der Anode, Pergamentmembran vor der Kathode. 


a) Ausgeschiittelte Membran. 


Herstellung der Membran. Serumalbumin wurde durch ED. gewonnen. 
Durch Abzentrifugieren wurde das ausgefallene Globulin entfernt. Die 
klare Fliissigkeit wurde dann im Vakuumexsikkator bei 40°C zur Trockne 
eingedampft, der gelbliche, spréde Riickstand darauf im Morser feinst 


1 L. Reiner, Koll.-Zeitschr. 40, 123, 1926. 
2 Ettisch, Bradfield und Ewig, ebendaselbst 45, 141, 1928. 
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pulverisiert. Dieses Pulver wurde mit Kollodium griindlich ausgeschiittelt. 
Nach 24stiindigem Zuwarten hat es sich im Membrankollodium fein verteilt 
Aus diesem Gemisch wurde eine Membran ausgegossen und 48 Stunden in 
Aqua dest. gewassert. Die Membran ist homogen, milchig getriibt. Di 
Bezeichnung Albumin ist hier in dem Sinne gebraucht, daB sie den Serumrest 
kennzeichnen soll, der nach Entfernung der Elektrolyte, des Globulins und 
anderer kleinmolekularer Substanzen zuriickbleibt. Die Rechtfertiguny 
dafiir, diese Membran als eine Albuminmembran anzusprechen, wird sich 
spater noch auf indirekte Weise zeigen. 


Versuch 11. 


Serumalbumin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor de: 
Kathode (ausgeschiittelt ). 





Versuchs- Strom- Tem- ee 
dauer stirke peratur Pu Fn ant Bemerkungen 
Min. mA 0C 
0 120 19,6 8,16 55,8 Klares Serum, 120 Volt Vorschalt- 
10 500 24.8 7,64 54,0 widerstand 
30 500 27,2 6,31 53,5 Triibung 
45 800 29,8 4,72 53,2 Starke Triibung, Bodenbelag, Per- 
60 15 22.5 4.82 gament — Belag, Widerstand 
r na’ on - ausgeschaltet 
75 6 215 4,88 47,3 2s sags 
90 5,4 21,5 4,92 43,0 
129 5,0 21,5 37,9 
150 4,0 21,5 5,05 37,2 
180 4,0 91.5 5.18 37,0 Starke Triibung, dicker homogener 


Bodenbelag, Pergament frei 

















0 30 60 90 720 750 780 210 240 260 
—— > Zeit inMinufen 


Abb. 6. Serumalbumin-Kollodiummembran. 


Die Dauer der ED. betragt etwa 2 Stunden. Der Gesamtwiderstand 
ist dann 3.1058. Die Temperatur geht bis héchstens 30°C. Der 
pu-Ablauf ist dem bei der Eieralbuminmembran beschriebenen auBer- 
ordentlich ahnlich. Ganz allmahlich fallt sein Wert ins saure Gebiet 
ab. Nach etwa 15 Minuten ist der Neutralpunkt erreicht, nach 
45 Minuten das pg-Minimum von 4,72. Dann erfolgt ein Anstieg, 
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der in 90 Minuten pg 4,92 erreicht hat und von hier aus sich nur noch 
ganz wenig andert. Vollkommen regelrecht ist auch der Gang der 
Refraktion, ihm entspricht die Art des EiweiBausfalls. Vergleicht 
man den ED.-Verlauf bei der ausgeschiittelten Vollserummembran 
mit dem der ausgeschiittelten Serumalbuminmembran, so findet sich 
fast identischer Verlauf. Vergleicht man dagegen die ausgeschiittelte 
Albuminmembran mit der ausgeschiittelten Globulinmembran, so sind 
die Unterschiede auBerordentlich. Sie sind so groB, wie die zwischen 
reiner Kollodiummembran und Serumalbuminmembran. Danach ist 
der Schlu8 experimentell erwiesen, daB das Ausschiitteln von Kollodium 
mit pulverisiertem Vollserum zu einer Membran fiihrt, die bei der 
ED. sich als Albuminmembran erweist. Darauf wird noch einmal 
zurickzukommen sein. 


b) Getrankte Serumalbuminmembran. 


Herstellung der Membran. Durch ED. wurde aus Rinderserum das 
Globulin entfernt. In das klare Dialysat wurde eine Kollodiummembran 
fiir 24 Stunden eingelegt, darauf 48 Stunden in Aqua dest. gewassert. Die 
entstehende Membran hat einen schwach gelblichen Farbenton und behialt 
ihn auch nach wochenlangem Wassern unverandert bei. 


Versuch 12 (s. auch Abb. 6). 


Serumalbuminmembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 
(getrankt ). 





Versuchs- Strom- Tem- ia: 

dauer stirke peratur Pu Bani Bemerkungen 

Min. Il mA _ «Co 
0 280 18,5 7,6 57,7 Klares Serum, 120 Volt Spannung 
10 1800 26.2 8: 60.4 mit Vorschaltwiderstand 

20 800 23,8 8,81 62.8 Widerstand nach 17 Minuten ent- 

fernt 

30 200 21,0 8,38 63,9 Zunehmende Eindickuhg in der 
45 37 19.1 65.5 Mittelzelle 

60 29 19,0 8,04 66,7 Klar, deutliche Eindickung, Kon- 

‘ sistenz nicht erkennbar ver- 

90 8,2 19.0 | 67,9 —— 

120 8,0 19,0 7,48 63,4 Leichte Triibung, nach 121 Minuten 

125 60.2 21,1 600 Volt Spannung 

150 16,2 20,2 5,97 55,1 Starke Triibung, Bodenbelag 

180 15,8 20,1 44.0 Nach 181 Minuten 1000 Volt Span- 

185 40,4 24.6 nang 

210 37,6 23,2 5,10 40,1 Riickgang der Eindickung 

240 37,4 22.9 39,8 

270 37,4 22.8 5,24 39.6 Starke Triibung, homogener Ausfall 


Die Dauer der ED. betrigt etwa 4 Stunden, aber unter Zuhilfe- 
nahme von Hochspannung (500 und 1000 Volt). Von friiheren Ver- 
suchen her kann man also annehmen, daf eine Beschleunigung des 
Gesamtverlaufs eingetreten ist. Der qualitative Verlauf, dessen 








; 
a 
; 
j 
: 


abe Bataan Sin 





426 G. Ettisch u. W. Ewig: 


Charakter nach 120 bis 150 Minuten klar erkennbar ist, wird dadurc}; 
nicht beeinfluBt. Es bleibt also als Vorteil der nach unserer Art an- 
gelegten Hochspannung eine Verkiirzung der ED. von dem Augenblick 
des Anlegens der Hochspannung an. Auffallend ist der geringe Gesamt 
widerstand am Ende dieser forcierten ED. Noch nach 41% Stunden 
betrigt er nur 2,6.1052. Die Temperatur liegt unterhalb der vor- 
geschriebenen Grenzen. 

Interessant ist wieder der py-Verlauf. Er steigt zunachst langsam 
ins Alkalische. Nach 20 Minuten hat er mit 8,81 sein Maximum erreicht, 
nach 31, Stunden — unter Zuhilfenahme der Hochspannung — das 
Minimum von 5,1. Bei 5,24 bleibt der Wert konstant. 

Nach unserer bisherigen Erfahrung mu8 nunmehr die Refraktion 
einen bestimmten Gang zeigen, namlich zuerst ein Ansteigen. Solange 
alkalische Reaktion herrscht, liegt der Refraktometerwert iiber dem 
Ausgangswert des Serums. Auch der Verlauf im einzelnen ist wieder 
so, wie wir ihn zu sehen gewohnt sind. Wiederum zeigt sich mit Steigen 
der Refraktion die Viskositatserhéhung. Mit Eintritt ausgesprochen 
saurer Reaktion erfolgt wieder Wassereinstrom in die Mittelkammer 
Jetzt nimmt die Viskositat wieder ab; indessen hat auch EiweiBausfall 
stattgefunden. 

Vergleicht man nunmehr diesen Verlauf der ED. mit dem der 
getrankten Vollserummembran (Versuch 7), so erkennt man wiederum 
einen Verlauf, der in seinem Charakter bei beiden identisch ist. Die 
kleinen Abweichungen in den Zahlen an Stellen von untergeordneter 
Bedeutung gehen auf die Individualitat des jeweiligen Serums zuriick. 
AuBerdem ist der Verlauf der mit Globulin getrankten Membran von 
der mit Serumalbumin getrankten grundsatzlich verschieden. Ganz 
iibereinstimmend mit den obigen Ergebnissen bei der ausgeschiittelten 
Albuminmembran kénnen wir auch hier feststellen, daB die ausreichende 
Beriihrung mit Vollserum einer Kollodiummembran den Charakter 
einer mit Serumalbumin getrankten Membran verleiht. Hinwiederum 
zeigen ausgeschiittelte und getrankte Serumalbuminmembranen ein 
fundamental unterschiedliches Verhalten bei der ED. Damit ist 
weiterhin die Reinersche Behauptung als unzutreffend erwiesen. 


D. 


Die vorstehenden Untersuchungen bringen eine Reihe neuer 
Membranen zur Kenntnis, und gleichzeitig wird auch ihre Einwirkung 
auf den Verlauf der ED. in Kombination mit der kathodischen Per- 
gamentmembran experimentell dargelegt. Auf der einen Seite steht 
die Vollblutmembran mit einem pxy-Verlauf, der weit ins Alkalische 
geht (10,1), auf der anderen Seite die Kollodiummembran, die etwa 
ebenso weit ins saure Gebiet fiihrt. Alle anderen Membrankombinationen 
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bringen Zwischenstufen im ED.-Verlauf, so da8 man fiir das Serum 
sowie verwandte Flissigkeiten (etwa Liquor) fiir eine ganze Reihe 
von verschiedenen ED.-Verlaufen entsprechende Membrankombinationen 
zur Verfiigung hat. Die Erérterungen nach Auffiihrung der Versuchs- 
protokolle haben darauf bereits eingehend hingewiesen. Es erheben 
sich aber im AnschluB an diese Versuche Fragen, die zwar von der 
ED. als solcher fortfiihren, deren Beantwortung aber doch indirekt 
wieder fiir diese Methode von Bedeutung sein diirften. Es sind haupt- 
sichlich Fragen der Membranwirkung und der Membranbildung. Ihre 
Lésung wird das Verstindnis fiir die Vorginge bei der ED. vertiefen 
und kann daher leicht dazu Veranlassung geben, diese Methode theo- 
retisch und praktisch weiter auszubauen. Die Beantwortung dieser 
Fragen hat aber zugleich auch eine erhebliche Bedeutung an sich. 
Es ware indessen verfriiht, derartige Erérterungen an dieser Stelle 
schon naher auszufiihren. Steht doch noch der Bericht aus iiber das 
Verhalten von Membrankombinationen, deren anodischer Teil aus 
nicht dem Blute angehérenden Proteinkérpern besteht. Zur  all- 
gemeineren Diskussion jener reinen Membranfragen wird man also 
erst schreiten kénnen, wenn die Ergebnisse solcher Untersuchungen 
vorliegen. 


So viel aber kann man schon jetzt feststellen, daB die zwei hier 
durchgefiihrten Herstellungsweisen der Membranen auch zu_unter- 
schiedlich wirksamen Diaphragmen fiihren. Durch den Ausschiittel- 
vorgang mu also eine Membran von anderer Art entstehen, als durch 
die Trankung bei tibereinstimmender Substanz. Einzelheiten hieriiber 
kénnen, wie schon oben bemerkt, erst nach Mitteilung weiterer Versuchs- 
ergebnisse erértert werden. 


Ein weiteres Ergebnis besteht aber darin, daB man zeigen kann, 
daB in beiden Verfahren das Vollserum sich wirksam zeigt. durch 
Wirksamwerden seines Albuminbestandteils. Ferner, daB in der 
Wirksamkeit von hamolysiertem Blute in der Hauptsache die des 
Hamoglobins erkennbar wird. Die Untersuchung hat ferner ergeben, 
was ebenfalls schon erwahnt war, daB die ED. auch zur Verbringung 
des Proteinkérpers unter andersartige Reaktionsverhiltnisse, als sie 
die Norm zeigt, geeignet ist. Dies geschieht in einer Weise, die wichtige 
Vorziige vor der Sauerung oder Alkalisierung durch einfachen Saure- 
oder Alkalizusatz hat. Dariiber hinaus aber hat sie ergeben — und 
auch die naheren Bedingungen dafiir aufgezeigt —, daB die ED. unter 
gewissen Umstanden eine wirksame Methode darstellt, um Serum zu 
konzentrieren. 


Mit aller Vorsicht sei auch noch das Ergebnis aufgefiihrt, dab 
die ins stark saure Reaktionsgebiet verlaufende ED. (mit py < 4,0) 
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zu einer neuen Methode fihrt, die Serumproteine voneinander 21 
trennen. Dabei werden allem Anschein nach diejenigen EiweiSkérper 
im Niederschlag gewonnen, die sonst gelést blieben, und umgekehrt 
Die Methode des Ausschiittelns gibt die Méglichkeit an die Hand 
auch solche Substanzen zur Membranbildung mit Kollodium heran- 
zuziehen, fiir die das bisherige Trankungsverfahren nicht. in Betracht 
kam. Es handelt sich um solche Kérper, die in Wasser unldéslich sind 
vor allem also gewisse Lipoide. Die Léslichkeit in Ather oder Alkoho! 
macht solche Substanzen fiir das Ausschiittelverfahren brauchbar. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung des Verlaufs der ED. mit Membrankombinationen. 
deren anodischer Teil aus Diaphragmen besteht, die durch Bluteiweif- 
kérper dargestellt werden (mit Kollodium als Stiitzsubstanz), und deren 
kathodischer Teil durchgehends die Pergamentmembran bildete, ergab 
folgendes : 


1. Es ist méglich, eine ganze Stufenfolge von ED.-Verlaufen auf- 
zustellen, je nachdem man Vollblut, Serum oder Einzelbestandteile 
von ihnen auf eine Kollodiummembran bringt. Dieses Verbringen 
kann erfolgen a) durch das neue Ausschiittelverfahren, b) durch das 
schon lange tibliche Trankverfahren. 


2. Die Stufenfolge verlauft von der Vollblutmembran, die einen 
Gang bis weit ins Alkalische hinein aufweist, iiber die getrankte Hamo- 
globinmembran, die getrankte Vollserummembran, die getrinkte 
Serumalbuminmembran usw. bis zur ausgeschiittelten Globulin- 
membran. Diese zeigt einen Gang ins stark saure Gebiet, so daB sie 
von der gewéhnlichen Kollediummembran nicht mehr zu_ unter- 
scheiden ist. 


Es erweist sich ferner: 

3. daB die Verliufe der ED. mit ausgeschiittelten und getrankten 
Membranen bei Verwendung der gleichen Substanz grundsatzlich von- 
einander verschieden sind; 

4. daB der Verlauf der ED. mit der Vollblutmembran derjenigen 
mit der getrankten Hamoglobinmembran sehr nahe kommt; 

5. daB der Verlauf der ED. mit der getrankten Vollserummembran 
iibereinstimmt mit dem Verlauf der getrankten Serumalbuminmembran. 
sowie daB der Verlauf der ED. mit der ausgeschiittelten Vollserum- 
membran den gleichen Charakter tragt, wie der mit der ausgeschiittelten 
Serumalbuminmembran ; 

6. daB in der Regel die Dauer der ED. mit getrankter Membran 
eine langere ist, als mit ausgeschiittelter; 
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7. daB regelmaBig dem Anstieg ins alkalische oder dem liangeren 
Verweilen im alkalischen Gebiet, selbst bei abnehmendem pg, ein 
elektrosmotischer Wasseraustritt aus der Mittelkammer zugeordnet ist 
(Konzentrierung des Serums!); 

8. daB der Widerstand des Gesamtsystems am SchluB der ED. 
weitgehend iibereinstimmt mit dem, der bei unbenutzter Membran 
unter Fiillung der Zelle mit destilliertem Wasser herrscht ; 


9. daB ein EiweiBbelag an der kathodischen Membran auftritt, 
sobald die saure Reaktion in der Mittelkammer bis unter den Auf- 
lésungspunkt des Globulins (pq 4,0) gesunken ist; 

10. daB Anwendung von Hochspannung (500 und 1000 Volt) in 
der fiir unser Verfahren vorgeschriebenen Weise in manchen Fallen 
eine Beschleunigung der ED. bewirkt, in anderen dagegen unwirksam ist. 





ASAI Eo iegh, Pinit elaass 


Zur Elektrodialyse des Serums. 


III. Mitteilung: 


Die Wirksamkeit von Membranen aus beliebigen (blutfremden) Eiweif- 
kérpern auf den Verlauf der Elektrodialyse. 


Von 
G. Ettisch und W. Ewig, Freiburg i. Br. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


A. 

In der vorangegangenen Mitteilung! ist von dem Ziele dieser 
Untersuchungen eingehend die Rede gewesen. Wahrend nun dort 
verfolgt wurde, wie die Elektrodialyse (ED.) verlauft, wenn anodische 
Diaphragmen verwendet werden, die aus Blut, Serum oder deren Einzel- 
bestandteilen gebildet werden, sollen hier Verlaufe mitgeteilt werden, 
die unter Verwendung von beliebigen EiweiBkérpern als positive 
Membranen sich ergeben haben. Bei der Auswahl der Proteinkérper 
wurde auf einen Umstand besonders geachtet, nimlich auf deren iso- 
elektrischen Punkt. Nach dem, was wir aus den Untersuchungen 
hauptsiachlich von Hédber® an EiweiBmembranen, dann aber auch 
von J. Loeb? und Freundlich und Abramson*, bei denen EiweiBkérper 
an Kollodium oder anderem indifferenten Material adsorbiert waren, 
wissen, war es nicht ausgeschlossen, daB dieser wichtige, singulare 
Punkt sich auch bei der ED. in dem Charakter ihres Verlaufs geltend 
machen kénnte. Zwar war schon einmal bei der Erérterung der An- 
nahmen, die man tiber das Zustandekommen der Eieralbuminmembran 
im Ausschiittelverfahren machen muBte5, die Rede davon gewesen, 


1 Siehe dazu die vorstehende Arbeit. 

2 R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 6. Aufl., 
Leipzig 1926. 

3 J. Loeb, Die EiweiBkérper. Berlin, J. Springer, 1926. 

4 H. Freundlich und H. Abramson, Zeitschr. f. physik. Chem. 

5 Ettisch und Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
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daB die Verhaltnisse hier anders liegen miiBten, als wenn man etwa 
eine Kollodiummembran mit Albumin trankt, oder eine Aufschwemmung 
von Quarzpulver in Wasser mit Albumin versetzt. Diese Annahme 
erfuhr dann eine Bestatigung durch die Untersuchungen in der voran- 
gegangenen Arbeit, wo gezeigt werden konnte, daB der Verlauf der 
ED. mit einer ausgeschiittelten Membran sich grundsiatzlich unter- 
scheidet von dem mit einer getrankten bei tibereinstimmendem Eiwei8- 
kérper. Die Aussicht war also gering, bei der nach dem Ausschiittel- 
verfahren hergestellten Membran den isoelektrischen Punkt des be- 
treffenden EiweiBkérpers bei der Wirkung der entsprechenden Eiweib- 
membran auf den Verlauf der ED. wiederzufinden. Fiir die nach dem 
Trinkungsverfahren hergestellten Membranen war dagegen von vorn- 
herein in dieser Hinsicht durchaus ein positives Ergebnis zu erwarten. 
In zwei Versuchen (Versuche 9 und 10) konnten wir zeigen, daB die 
pu- Variation desjenigen Mittels die Membraneigenschaften entscheidend 


NI] 


beeinfluft, in dem die EiweiBkérper gelést wurden, die spaterhin die 


Membran bildeten. Offenbar ist hier als nachster Zusammenhang 
zwischen den Erscheinungen und ihren Ursachen die Verainderung im 
Dissoziationszustand zu suchen, die infolge der py-Anderung des 


Mediums eintritt. Nach Mitteilung der Versuchsergebnisse wird dariiber 
Naheres zu er6értern sein, und zwar unter Heranziehung auch der Er- 
gebnisse der vorigen Arbeit. Es wird sich zeigen, inwieweit das bis- 
herige Versuchsmaterial dazu geeignet ist, Schliisse in dieser Richtung 
schon zuzulassen. 


B, 


Es folgt nunmehr die Wiedergabe der Versuchsprotokolle. Dabei 
wird wiederum so verfahren werden wie in der vorigen Arbeit. Es 
wird zunachst die ED. mit der nach dem Ausschiittelverfahren her- 
gestellten Membran aufgefiihrt, sodann die mit der durch das Trdnkungs- 
verfahren gewonnenen. Jedesmal wird dabei die Art der Herstellung 
der Membran besonders mitgeteilt werden. Apparatur und Meb- 
verfahren waren auch dieselben wie in der vorigen Arbeit. 


1. Eieralbumin-Kollodiummembran (i. P. 4,8) vor der Anode, Pergament- 


membran vor der Kathode. 


a) Ausgeschiittelte Membran. 


Herstellung der Membran. Das schon mehrfach erwaihnte Alkohol- 
Atherkollodium wurde mit feinst pulverisiertem Eieralbumin (Merck) 
mehrmals kréftig durchgeschiittelt. Nachdem man durch mehrstiindiges 
Warten die groben Teilchen hat absetzen lassen, wird eine Membran aus- 
gegossen. Sie ist nach 24stiindigem Wassern verwendungsfahig. 
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Versuch 1. 


Eieralbumin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergamentmembran vor 
(der Kathode (120 Volt) ausgeschiittelt) . 





Versuchs- Strom- Tem- EiweiB- 











dauer stirke peratur gehalt Pa | Bemerkungen 
Min. mA oC ar) Ht 
0 360 19 8,72 7,8 Klares, frisches Serum 
5 1800 27 
10 1250 33 8.45 7.7 Beginnende Triibung in der Mittel- 
kammer 
15 1150 32,5 
20 720 31,0 8,36 7A 
25 440 30,7 
30 380 30,0 7,33 6,5 | Starke Triibung 
40 120 29.0 5,64 4,9 MaBige Ausfillung 
50 30 27,0 5,60 4,8 
60 14 | 250 547 | 52 
70 11,5 24.0 5,51 4,9 
80 86 | 240 | 544 | 49 
90 66 | 282 5,47 5,2 
120 6,2 | 21,0 4,96 5,2 
8 | 
Sint __|_Meuirplilitiegrenze | _ __ | 
6 oo S of i : 
-~ver/auf(a) 
‘ , ar iB Veriau 7, 
tho tral A 
Qz 
t 3 
, 25 3 60.90 20180 780 





0 
——> Zeit inMinuten 
Abb. 1. Eieralbumin-Kollodiummembran. 


(a) bedeudet: Membran ist auf dem Ausschiittelwege hergestellt. 
(T) bedeutet: Membran ist auf dem Trinkungswege hergestellt. 


Um einen direkten Vergleich mit der noch anzufiihrenden getrankten 
tieralbumin-Kollodiummembran zu ermdéglichen, ist hier nochmals 
das Protokoll einer ED. mit einer ausgeschiittelten Eieralbuminmembran 
angefiihrt. Nach Verlauf von | bis 1,5 Stunden ist die ED. beendet. 
Der Gesamtwiderstand betraigt dann etwa 2,0.105&. Dabei bewegt 
sich die Temperatur zwischen 19 und 33°C. Die py-Kurve verlauft 
in den ersten 25 Minuten langsam gegen die Neutralitatsgrenze, in 
den niachsten 15 Minuten erheblich schneller gegen py 4,9, darauf 
wieder langsamer und erreicht nach 1! Stunden den Endpunkt, px 5,2. 
Die Ursache fiir diesen Verlauf ist darin zu suchen, da8 die Hydrolyse 
um so starker werden muB, je langer die ED. dauert, da ja die Kat- 
ionen die Mittelkammer schneller verlassen als die Anionen. Dazu 
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kommt, daB es dem Serum eine Zeitlang méglich ist, diese Reaktions- 
verschiebung teilweise wegzupuffern. Da aber Elektrolyte entzogen 
werden, und die EiweiSkérper in ihrer Pufferkapazitét ebenfalls ab- 
nehmen, muB die Geschwindigkeit der pg-Anderung zunehmen. Schlie8- 
lich ist die Pufferkapazitat der Proteine erschépft, die Elektrolyte sind 
weitgehend entfernt (Gesamtwiderstand 4.1048). Jetzt muB mit 
anderen Ionen auch eine Auswanderung der H-Ionen eintreten, es 
steigt die Reaktion wieder riicklaufig gegen den Neutralpunkt an. Der 
EiweiBausfall verlauft regelrecht. 


b) Getrankte Membran. 


Herstellung der Membran. In eine konzentrierte, wiasserige Lésung 
von Eieralbumin wird eine Kollodiummembran auf 24 Stunden gebracht 
und darauf 48 Stunden gewissert. : 


Versuch 2. 


Eieralbuminmembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode (120 Volt) 





(getrankt). 
Versuchs- Strom- Tem- 
dauer stirke peratur Pu P mann Bemerkungen 
Min, mA °C 
0 320 19 7,80 57.7 Klares Serum, 120 Volt Spannung, 
Vorschaltwiderstand 
10 1880 22,2 7,85 57,9 
20 630 294 8 7.5 60.0 ee nach 15 Min. 
entfernt 
30 350 21,8 69.5 Geringfiigige Triibung 
45 200 20,1 6.9 59.2 Deutliche Triibung 
60 40 20,3 5,7 48,7 Starke Triibung, Bodenbelag 
9) 9,2 19,2 4,93 42.5 
105 7,6 19,0 4,95 41.9 Dicke milechige Triibung, starker 
Bodenbelag 
120 7,2 19,0 5,03 41,7 
150 72 19,0 41,6 
180 7,0 19,0 5,15 41,6 Homogene Ausfillung 


Die ED. dauert etwa 14 Stunden. Der Gesamtwiderstand ist 
am Ende anscheinend etwas hoéher als bei Versuch 1. Doch ist zu 
beachten, daB innerhalb gewisser Grenzen die Endzahl des Strom- 
transports schwanken kann, je nach dem Fiillungszustand der Mittel- 
kammer. Die héchste Temperatur betragt 24,8° C. 

Die py-Werte steigen in den ersten 10 Minuten etwas an (8,5) 
und fallen dann sehr langsam, fast monoton, gegen den Neutralpunkt 
ab. Dem entspricht ein verlangsamter Aufenthalt (fast 45 Minuten) 
in alkalischer Reaktion. Darauf geht der Verlauf mit etwas gréBerer 
Geschwindigkeit auf pq4,9 herunter, um schlieBlich langsam gegen 
pu 5,1 anzugehen und dort zu verharren. Das Verhalten der Refraktion 
entspricht nun allen unseren Erfahrungen aus den bisherigen Unter- 

Biochemische Zeitschrift Band 216. 98 
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suchungen. Sie steigt langsam an, ihren Extremwert erreicht sie spater 
als die py-Kurve den ihren. Der Ausgangswert wird erreicht, kurz 
nachdem das Serum den Neutralpunkt durchschritten hat. Von hier 
aus erfolgt rasches Abfallen. Nach etwa 90 Minuten ist das Ende 
erreicht. Es sei nochmals darauf aufmerksam gemacht, daB in dem 
Refraktometerwert 1. der Wassertransport, 2. die Elektrolyt- 
auswanderung und 3. der EiweiSausfall enthalten ist. Man darf also 
die Anderung der Lichtbrechung keineswegs in allen Féillen allein 
auf das letztgenannte Moment beziehen. So ist auch hier wieder dic 
Erhéhung der Refraktion in den ersten 45 Minuten auf den Wasser- 
entzug neben der Elektrolytauswanderung zuriickzufiihren. Trotz des 
EiweiBausfalles ist er nach der 30. Minute von 57,7 auf 60,5 angestiegen. 
Der Wasserentzug hat also EiweiSausfall + Elektrolytentzug iiber- 
kompensiert. Sonst zeigt sich nichts Besonderes. 

Wiederum erkennen wir den erheblichen Unterschied zwischen 
ausgeschiittelter und getrankter Membran. 

Wir sehen ferner, daB der ED.-Verlauf mit der ausgeschiittelten 
Membran dem mit der ausgeschiittelten Serumalbuminmembran sehr 
ahnlich ist. Ferner, daB sich der ED.-Verlauf von getrankter Serwm- 
albuminmembran und Hieralbuminmembran so nahe kommt, daf ein 
wesentlicher Unterschied nicht festgestellt werden kann. Da nun die 
chemische Verwandtschaft der beiden Proteine bekannt ist, ergibt sich 
auch noch aus diesen Versuchen die Berechtigung, jene Membran als 
Albuminmembran zu bezeichnen, die — s. Versuch 12 der vorigen 
Mitteilung — nach dem Trankungs- bzw. Ausschiittelverfahren der 
Kollodiummembran bzw. der Kollodiumlésung mit dem Serumdialysat 
entstanden ist. 

Man erkennt ferner, daB zu_ geringfiigigen Konzentrations- 
erhéhungen des Serums auch die getrankte Eieralbuminmembran 
verwendbar ist. 


2. Nucleinsdure-Kollodiummembran (i. P, ~ 0,7) vor der Anode, Pergament- 
membran vor der Kathode. 


Herstellung der Membran. Nucleinséiurepulver wird mit Kollodium 
ausgeschiittelt. Das Gemisch zeigt auch nach tagelangem Stehen wenig 
Neigung zu sedimentieren. Die ausgegossene Membran wurde 3 Tage in 
Aqua dest. gewiissert. Sie hat homogenes, milchig getriibtes Aussehen. 

Die Dauer der ED, betragt etwa 4 Stunden. Alsdann ist der 
Gesamtwiderstand auf 2,8.1652 gesunken. Hat man vor der ED 
die Zelle mit Aqua destillata gefiillt, so erhielt man einen Gesamt 
widerstand von 2,9 . 105 &. Man sieht, da8 man bei simtlichen Membran- 
kombinationen immer wieder auf Endwiderstiinde sté8t, die mit denen 
iibereinstimmen, die man vor jeder ED. mit destilliertem Wasser als 
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spiiter Versuch 3. 
, kurz Nucleinséure-Kollodiumsuspensionsmembran vor der Anode, Pergament 
n hier vor der Kathode (ausgeschiittelt) . 
Ende " 
Versuchs- Strom- Tem- -s 
ay dem dauer stirke peratur Pu — Bemerkungen 
trolvt ? Min. mA oC 
rf also 0 120 18.5 8.12 57,1 Klares Serum, 120 Volt, Vorschalt- 
allein widerstand 
, 10 1800 282 7,79 568 
ler die 20 1460 30,0 6.51 54.6 Triibung, Widerstand ausgeschaltet 
Jasser- 25 1120 28,5 51,0 Massige Triibung 
i. 30 720 27,2 4,44 57,0 Aufhellung der Mittelfliissigkeit 
tz des 40 180 23,1 4.05 52.8 Belag an der Pergamentmembran, 
biegen Bodenbelag 
2 ; 50 17 19,7 4,13 51,3 Mittelfliissigkeit ganz klar 
iiber- 60 15 19,6 
90 12 19,5 4,43 47,6 . 
isch 105 32 21.6 Von der 105. Minute 660 Volt 
iscnen per: Spannung 
120 26 21,5 4,92 425 
125 66 23,3 LeichteTriibung der Mittel fliissigkeit 
| 5 7 29,5 4,98 35,7 
telten 150 47 cow ’ nf 
- 180 35 29,1 34,8 
a sen! 210 25,4 26,3 5,07 
ferum- 240 24 95.8 5.12 34.0 Triibung, geringer Wandbelag am 
° Pergament, Kondensationspro- 
iB ein dukte in Bodenbelag 
die 
in dic - 
it sich 
an als 8 | t ——t + + +———4 
origen 7L Neutralitatsgrenze 
-— ae hae Pe nee Oe oe ee 4 
n der 
jal ysat 
itions- 
| 
mbran 
| 
| 
2 , j 
ament- 0 30 60 90 720 150 180 210 230 
——> Zeit in Minuten 
P Abb. 2. Nucleinstiure-Kollodiummembran. 
odium 
wenig 
age in Fiillung erhalten hatte. Zieht man in Betracht, daB sich auch der 
en. Stromtransport wahrend der ED. mit der Zeit andert, so kommt man 
st der zu dem SchluB, daB der Widerstand der Membranen héchstens von 
r ED der GréBenordnung des jeweiligen Widerstandes des Serums sein 
samt kann und sich gleichzeitig mit ihm andert. Bei der vierstiindigen Dauer 
\bran- der ED. ist noch zu vermerken, daB von der 105. Minute an 660 Volt 
denen Spannung angelegt wurden. Damals betrug der Gesamtwiderstand 
er als nur 1048. Es fand also noch ein weiterer Elektrolytentzug statt. 
28* 
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Von dem Augenblick des Anlegens der héheren Spannung ab erfolgte 
an der py-Kurve nur ein unwesentlicher Aufschwung. Man ist daher 
zu dem Schlu8 berechtigt, daB mit der héheren Spannung ein wesent- 
licher Beschleunigungseffekt der ED. hier nicht eintrat. Die héchste 
Temperatur betrug 30°C. Die py-Kurve zeigt einen Verlauf, der dem 
mit der ausgeschiittelten Hamoglobinmembran auBerordentlich ahnlich 
ist. Mit immer gréBer werdender Geschwindigkeit geht die Reaktion 
nach 15 Minuten durch den Neutralpunkt und erreicht nach 30 Minuten 
4.4, um nach 40 Minuten bei 4,05 anzulangen. Von hier ab verliuft 
die Kurve langsam dem Endpunkt von py 5,1 zu, nur um ein geringes 
beschleunigt durch Anlegung der fiinffachen Klemmenspannung. 


Man kommt also mit dieser Membrankombination an den Wieder- 
auflésungspunkt des Globulins heran, sowie auch in die Gegend, wo 
die kathodische Membran sich mit Eiweif belidt. Darauf weisen 
die Beobachtungsvermerke hin, das zeigt aber auch der Wert der 
Lichtbrechung. Bei dieser ED. ist der durch Elektrosmose bedingte 
Wasserwechsel in der Mittelkammer von geringer GréBe, er ist mit 
den iiblichen Mitteln der Beobachtung (Anderung der markierten 
Standhéhe der Fliissigkeit in der Mittelkammer) nicht feststellbar. 
Man kann also hier die Anderung in der Refraktion in weiten Grenzen 
auf die Konzentrationsinderung an EiweiB beziehen. Bis zur Gegend 
von py 4,4 fallt denn auch ihr Wert beschleunigt ab, dann aber tritt 
bei pa4,2 Auflésung des ausgefallenen EiweiBes ein. Daher steigt 
hier die Lichtbrechung plétzlich an, um darauf wieder abzufallen. 
Die Mittelkammer ist aber in diesem letztgenannten Bereich véllig 
klar. Dieser Widerspruch lést sich auf, sobald man die Pergament- 
membran betrachtet. Sie tragt einen EiweiBbelag. Spater geht, wie 
iiblich, mit riicklaufigem pg an den bestimmten Grenzen (pq 4,0) der 
Wandbelag in Lésung, und unmittelbar darauf fallt Globulin aus. 
Dieser Ausfall ist nicht so homogen wie sonst. 


3. Pankreatin-Kollodiummembran (i. P. ~ 3.5) vor der Anode, Pergament- 
membran vor der Kathode. 


Herstellung der Membran. Die Membran ist mit Pankreatinpulver in 
analoger Weise hergestellt wie die von Versuch 15. 

Die Dauer der ED. betrigt etwa 3 Stunden. Nach dieser Zeit 
hat der Gesamtwiderstand einen Wert von 2,9 . 105 2, also denselben, 
den man nach Fiillung der Zelle mit destilliertem Wasser erhalt. Dieses 
trat ein unter Verwendung von Hochspannung. Nach 90 Minuten 
wurden 400 Volt, nach 120 Minuten 1000 Volt angelegt. Als man 
die 400 Volt anlegte, war der Widerstand erst bei 1,5 . 10° & angelangt. 
Als die 1000 Volt angelegt wurden, also 30 Minuten spater, erst bei 
1,8. 105 &. Im ersten Falle war der py-Wert gerade am tiefsten Punkte. 
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Versuch 4. 


Pankreatin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 
(ausgeschiittelt) . 























Versuchs- Strom- Tem- Refrak- 
dauer stirke peratur PH P eecqceneetn Bemerkungen 
Min. mA °C | 
0 200 18.8 7.7 56.5 Klares Serum, 120 Volt, Vorschalt- 
, widerstand 
10 1840 26,7 7,52 54,3 
20 1400 27,5 6,41 53,2 Triibung, Widerstand entfernt 
30 800 24,3 4,42 50,8 Dicke Triibung 
45 500 22.8 3,96 52,8 Wiederaufklarung 
60 6 21.0 50.2 Wandbelag am Pergament, dicker 
Bodenbelag 
90 8 19.2 3.62 47.8 Klar! — Von der 91. Minute 400 Volt 
. Spannung 
95 39 20,4 ; 
120 22.8 21.4 8.95 44.7 Von der 121. Minute 1000 Volt 
Spannung 
130 80,0 292 4.50 40.9 Mittelfliissigkeit beginnt sich wieder 
‘ zu triiben 
150 71 26.5 4.78 40.2 Starke Triibung 
180 44.4 29,2 
210 86 94.8 35.7 Wandbelag vom Pergament fast ganz 
abgelist 
240 35.6 24.5 5.05 35.1 Starke Triibung, Bodenbelag mit 
klumpigen Brocken 
300 35,6 24,4 5,14 35,0 
8 eae lie tela gine 
\--|----|-__|_Mewhpiliiiiegrenze | | | 
6 
P irae. * eon Rae | py -Verlaur 
+ rey ¥ 
~ $00Vo!It | —~=~n~-._ fletrakiior __ 
3 |___ 4@0Volt 
2 a 
0 30 60 90 720 750 780 210 240 270 


——> Zeit in Minuten 


Abb. 3. Pankreatin-Kollodiummembran. 


line beschleunigende Wirkung auf den Verlauf der py-Kurve findet 
nicht in nennenswertem Mabe statt. Bei Anlegung von 1000 Volt 
befand sich die Reaktion in schwach riickliufiger Bewegung auf den 
Neutralpunkt zu. Thre Geschwindigkeit wurde durch die Hochspannung 
ziemlich erhéht. Man darf also die Vermutung aussprechen, daf die 
Hochspannung den Verlauf beschleunigt hat. Die héchste Temperatur 
betrug 29,2°C. Der py-Verlauf zeigt im Charakter auffallige Uberein- 
stimmung mit demjenigen bei der Nucleinsiuremembran, doch besteht 
insofern ein Unterschied, als er hier tiefer ins saure Gebiet geht. Er 
verlauft bis zu 3,62, unterschreitet also die Wiederauflésungsgrenze des 
Globulins. Das Verhalten der Refraktion spiegelt diese Verhaltnisse wieder. 
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4. Gliadinkollodiummembran (i. P. 9,3) vor der Anode, Pergamentmembra 
vor der Kathode. 


a) Ausgeschiittelte Membran. 


Herstellung der Membran. Das Gliadin, ein WeizeneiweiSkérper, wurde 
hergestellt nach den Angaben von Osborne. Reines Weizenmehl wurde 
mit 70% igem wasserigen Athylalkohol bei fiinfmaligem Wechseln de: 
MehImenge im Schiittelapparat extrahiert. Darauf wurde es zweimal mit 
Aqua dest. und zweimal mit absolutem Alkohol ausgefallt zwecks Reinigung 
Daraus wurde der Alkohol im Vakuumexsikkator abgedampft. Es blei}t 
das reine, gelbliche Gliadin zuriick. Dieses wurde aufs feinste pulverisiert 
und mit dem Kollodium mehrmals ausgeschiittelt. Es entsteht eine nu: 
wenig getriibte, gelbe Suspension. Die davon ausgegossene Membran 
sieht ganz homogen, intensiv gelb aus; nach l5stiindiger Wasserung mit 
Aqua dest. wird sie in Gebrauch genommen (Versuch 5, Abb. 4). 


Versuch 5. 


Gliadin-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 

















(ausgeschiittelt) . 
Versuchs- Strom- | Tem- oe 
dauer stirke peratur Pu —— Bemerkungen 
Min. mA A 8 
0 120 21.1 8,0 57,2 Klares Serum, 120 Volt, Vorschalt- 
10 500 99.5 6.8 56.4 widerstand 
20 500 96.2 5.53 56.3 LeichteTriibung der Mittelfliissigkeit 
30 500 26.2 4.46 56.3 Starke Triibung 
45 400 25.6 3.41 52.0 Aufklarung, Widerstand aus 
, geschaltet 
60 110 23 2 84 48.8 Mittelfliissigkeit ganz klar, dicke 
90 29 21.2 Belag am Pergament, Bodenbelag 
120 17,4 19,2 3,00 46,2 
189 13,0 19,1 3,33 
240 8,2 19,1 3,54 42.9 
300 4,2 19,0 3,76 40,5 Nach 310 Minuten 500 Volt Spannu> 
360 25,6 25,2 
420 28 28,6 4,32 33,6 Nach 420 Minuten 1000 Volt Spannu 
450 36.2 28.9 4.87 33.3 Erneute Triibung d. Mittelfliissigkei: 
480 36.0 26.2 4.90 33.1 Wandbelag vom Pergament fast gan: 
, , abgelist, dicker Bodenbelag nu 
Kondensationsprodukten 
ge SS Ee EARS We ecutralifaitsgrenze airs aoe eS SON oi 
| 
e|—\- bial ner! See 
= 2,-Veriaut (7) RRR 
5 =—— ae 
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Abb. 4. Gliadin-Kollodiummembran. 


1 T. B. Osborne, Ergebn. d. Physiol. 10, 62, 1910. 





ge 
in 


M 


Gl 


W 
st 





wurde 
wurde 


n der 
al mit 


igung. 


bleibt 
risiert 
ie nur 
mbran 
iz mit 


ithode 


rschalt- 


ssigkeit 


aus- 


dicke: 
enbelag 


anny 


ann? 

sigkeit 
st ganz 
lag mit 


Elektrodialyse des Serums. III. 439 


Die ED. dauert trotz Verwendung von Hochspannung etwa 
7 Stunden. Nach dieser Zeit erreicht man einen Widerstand von 
2,.8.108°. Als nach 300 Minuten 500 Volt angelegt wurden, betrug 
der Widerstand allerdings schon denselben Wert. py-Wert und Licht- 
brechung waren jedoch noch nicht stabil. Eine gewisse Beschleunigung 
wird man wohl der Anwendung von Hochspannung zuschreiben miissen, 
doch ist sie kaum von erheblichem Ausma$. Die héchste Temperatur 
betrug 28,9°C. Die py-Kurve verliuft eigenartig: fast linear fallt 
die Reaktion innerhalb 7 Minuten auf den Neutralpunkt und weiter 
so innerhalb einer Stunde bis auf 2,8. Damit bewirkt diese Membran 
eine Sauerung, die tiber die der Kollodiummembran erheblich hinaus- 
fiihrt. Bei diesem py-Wert beginnt der Reaktionsriickgang, der ebenfalls 
fast linear verlauft, und auf den sowohl die Anlegung von 400 Volt als 
auch die von 1000 Volt keinen qualitativen EinfluB hat. -Von dem 
EinfluB auf die Leitfahigkeit war schon die Rede Fast linear sinkt 
auch die Refraktion Der EiweiBausfall ist durchaus der Norm ent- 
sprechend. Es tritt bei diesen Sauregraden der notwendige kathodische 
Wandbelag auf. 

b) Getrankte Membran. 

Herstellung der Membran. Von dem Gliadin (s. obige Darstellung) 
wird eine gesaéttigte Lésung in 70%igem wasserigem Athylalkohol her- 
gestellt. Eine Kollodiummembran wird vor ihrer Wasserung 24 Stunden 
in diese alkoholische Gliadinlésung gelegt. Die intensiv gelb gefarbte 
Membran wird dann 48 Stunden gewissert. 


Versuch 6. 
Gliadinmembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode (getrdnkt) . 





Versuchs- Strom- Tem- Refrak 
7 . ane of 
dauer stirke peratur Pa tionswert Bemerkungen 
Min. mA 


200 mi f 55.7 Klares Serum, 120 Volt, Vorschalt- 


widerstand 
500 ; A 55f 
590 od, 52.8 Triibung, Widerstand ausgeschaltet 
8 ‘ 52.0 Intensive Triibung, Bodenbelag 
4,8 ‘ 47,1 
120 4,0 ; 
180 3,8 ; 5,32 43,0 
240 3,4 A 5,33 Nach 250 Minuten 500 Volt Spannung 
800 17,6 ,t 5,41 49.6 
360 14,0 26 5,44 48,0 Nach 360 Minuten 1000 Volt Spannung 
390 26,2 ‘ 5,46 44,1 
420 26.0 28, 5.46 42.1 Unveriindert intensive Triibung in 
. . der Mittelzelle, starker Boden- 
belag 


60 


Dauer etwa 6 Stunden unter Verwendung von Hochspannung 
Wenn nach 4 Stunden 500 Volt angelegt werden, betrigt der Wider- 
stand 3,5.105&. Als man nach weiteren 2 Stunden 1000 Volt anlegte, 
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3.6.1658. Am Ende der ED. ist der Wert 3,9.1658. Auch de: 
pu-Wert andert sich nach Anlegen von Hochspannung nicht mehr 
erheblich. Die Temperatur stieg im Héchstfalle auf 29,2°C. Gianzlich 
verschieden von dem py-Verlauf in Versuch 5 ist derjenige in diesem 
Versuch. Langsam, ohne Erhebung ins Alkalische, sinkt der Wert 
innerhalb 20 Minuten auf den Neutralpunkt, dann etwas _rascher 
innerhalb weiterer 25 Minuten bis auf etwa 5,1. Von hier aus kehrt 
er in langsamem linearen Verlauf bis auf 5,46 zuriick. Wie schon 
erwahnt, beeinfluBt den Gang die Hochspannung kaum wesentlich 
Ware nicht die lange Dauer, so wire die normale ED. mit dieser Membran 
durchaus zu empfehlen. 


AuBerordentlich klar geht aus Abb. 4 der Unterschied zwischen 
den beiden Herstellungsarten der Membran hervor. Es darf dabei 
nicht vergessen werden, da$ das Gliadin ein Protein ist, dessen optimale 
Lislichkeit bei 70 °/, wiisserigem Athylalkohol liegt. Hier ist also die 
Méglichkeit gegeben, die getrdnkte und die ausgeschiittelte Membran enger 
zu vergleichen, da sich ja auch das Protein in Ather-Alkohol-Kollodium 
lésen wird. Daraus folgt aber der Schlu8, da der Zustand des 
Kollodiummolekiils bei der Aufnahme des Proteins eine wichtige Rolle 
spielt. Je nachdem das Kollodiummolekiil sich noch in Lésung befindet 
oder bereits im Verband der Membran steckt, ist der Zusammentritt 
mit dem Protein von anderer Art. Danach ist es nun nicht zu ver- 
wundern, daB man in dem einen Falle gewisse, aus seiner wiisserigen 
Lésung her bekannte Eigenschaften des Proteinkérpers wiedertrifft. 
selbst wenn er von einem anderen Kérper adsorbiert ist (Loeb, Freundlich 
und Abramson), im anderen Falle aber, wie hier soeben beschrieben, 
nicht mehr. Hier beim Gliadin zeigt sich, daB man keineswegs allein 
anzunehmen braucht, daB ein anderes Lésungsmittel als Wasser das 
Protein geandert hat. Man bemerkt vielmehr, daB bei ganz nahe 
iibereinstimmendem Lésungsmittel doch in beiden Fallen ein ver- 
schiedener Zustand des Proteins in der fertigen Membran angenommen 
werden mu, und zwar vorwiegend unter dem EinfluB des im anderen 
physikalischen Zustand sich befindenden Kollodiummolekiils. 


5. Gelatinemembran (i. P. 4,7) vor der Anode, Pergamentmembran vor der 
Kathode. 


Herstellung der Membran. Eine Kollodiummembran wird nach 
24stiindigem Wassern fiir 24 Stunden in eine 2 %ige wiasserige, isoelektrische 


Gelatinelésung gebracht. Nach 48stiindigem Wassern ist sie gebrauchsfahig. 


Uber die Eignung der getrinkten Gelatinemembran zur normalen 
ED. ist bereits an anderer Stelle berichtet worden!. Die damalige 


1 Hitisch und Ewig, diese Zeitschr. 200, 250, 1928. 
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Versuch 7. 


Gelatine-Kollodiummembran vor der Anode, Pergament vor der Kathode 





(getradnkt) . 
| mn | 
Versuchs- Strom- | rem- 
| | Refrak- 
dauer stirke | peratur | Pq Fane Bemerkungen 
Min. mA oC 
0 60 23 | 81 58.4 Klares Serum, 220 Volt, Widerstand 
| eingeschaltet 
10 400 28,5 7,42 
20 8380 30 55,3 Leichte Triibung, Widerstand ent- 
fernt 
30 290 29.5 6,2 Dicke Triibung, Eindickung 
45 91 97.5 51.1 Dicke Triibung, homogener Boden- 
belag 
60 7,8 27 5,55 
75 4.8 25,5 5,41 
9) 2.8 24 5,30 40.5 
120 2,6 23,2 5,32 39,2 
150 2,5 23,1 
180 25 93.1 5.35 39.1 Villig homogener Ausfall ohne 
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Abb. 5. Gelatine-Kollodiummembran. 


Mitteilung hatte aber nur qualitativen Charakter, deshalb ist hier 
ein vollkommen durchgefiihrter und durechgemessener Versuch mit- 
geteilt. 

Die ED. ist nach 75 bis 90 Minuten beendet. Dann betriigt der 
Widerstand im Gesamtsystem 43.1058. Er sinkt noch etwa bis 
auf 4,8.1065&. Doch ist das von keiner erheblichen Bedeutung mehr. 
Mit 30° C erreicht die Temperatur ihren héchsten Punkt. Der py-Verlauf 
ist fiir eine normale ED. der giinstigste von allen bisher untersuchten 
Membrankombinationen. In linearem Abfall wird nach 17 Minuten 
der Neutralpunkt erreicht, nach 35 Minuten 5,9. Von hier ab verlauft 
die py-Kurve mit etwas geringerer Neigung in weiteren 45 Minuten 
bis auf 5,3, den tiefsten Punkt. Dieser ist zugleich auch der Endpunkt 
der ED. Genau so ideal ist der Verlauf der Refraktion. Da abnorme 
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Wasserverschiebungen hier fehlen, kann man den Gang der Licht. 
brechung in weitem Mae auf den Gang des EiweifSausfalles beziehen. 
Man erkennt, wie, dem Elektrolytentzug entsprechend, schon vor 
Erreichen des Neutralpunktes Protein ausfallt. Nach Durchschreiten 
des Neutralpunktes halt er an bis zum Erreichen des py 5,3. Dann 
ist der EiweiBausfall beendet. 

C. 


Es ergeben also diese Untersuchungen, daB auch Membranen aus 
beliebigen Proteinen geeignet sind, die Mannigfaltigkeit der Verliufe 
zu vermehren, wenn man sie als anodische Diaphragmen fiir die Serum. 
ED. verwendet. Von einem anderen wichtigen SchluB, der aus diesen 
Untersuchungen folgt, wird noch die Rede sein. 

Wiederum war das Ausschiittel- sowie das Trinkungsverfahren 
benutzt worden. Bei dem alkoholléslichen Gliadin wurde das bisher 
iibliche Vorgehen bei der Trankung etwas modifiziert. Wenn man 
nimlich eine gewasserte, reine Kollodiummembran in 70°,ige athy!l- 
alkoholische Gliadinlésung bringt, so fallt infolge des Wasseriiber- 
schusses Gliadin aus. Daher wurde die Kollodiummembran nach 
dem AusgieBen und Trocknen nicht in Wasser gelegt, sondern in die 
Gliadinlésung und dort 24 Stunden belassen. Darauf erst wurde sie 
gewassert. Dieses Verfahren diirfte es erméglichen, auch andere, nur 
alkohollésliche Substanzen auf dem T'rdinkungswege auf eine Kollodium. 
membran zu bringen. 

In dieser Membranreihe fallt besonders die Gelatinemembran auf. 
die eine ausgesprochen milde ED. ergibt. Man miiBte sie als die giinstigste 
aller anodischen Membranen bezeichnen. Leider ist die Gelatine, 
auch wenn man sich mit ihrer Behandlung die gréBte Miihe gibt, eine 
recht unzuverlassige Substanz. Das zeigen besonders deutlich Unter- 
suchungen, die wir anstellten, um die Eigenschaften dieser Protein- 
membran noch weitergehend zu untersuchen. Diese Ergebnisse werden 
demnachst besonders mitgeteilt werden. In der tiberwiegenden Zah| 
der Fille jedoch liefert die Gelatinemembran Ergebnisse wie die hier 
angegebenen, so da8 von dem Versuch mit einer solchen Membran 
nicht abgeraten werden soll. Es ist aber Vorsicht am Platze. Dic 
bei allen ED.-Verlaufen notwendige py-Kontrolle weist ja sofort auf 
Abweichungen hin. Dabei ist nicht zu vergessen, daB auch von seiten 
des Serums Stérungen im erwarteten Verlauf der ED. auftreten kénnen. 

Besonders auffallend war weiterhin das Verhalten der aus- 
geschiittelten Gliadinmembran. Sie ergab einen Verlauf, der noch weite! 
ins saure Gebiet fiihrte als die ED. mit einer reinen Kollodiummembran 
als anodischem Diaphragma (bis py 2,8). Damit tritt auch zugleich 
auBerordentlich scharf wieder der Unterschied zwischen ausgeschiitteltcr 
und getrdnkter Membran hervor. Er ist, wenn auch nicht in dem Mabie 
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wie beim Gliadin, auch beim Eieralbumin vorhanden, also nicht auf 
die Serumproteine beschrankt. Es war schon erwaihnt, daB man bei 
der Herstellung aller anderen Membranen mit zwei grundsatzlich ver- 
schiedenen Lésungsmitteln rechnen muBte, wenn man getrdnkte und 
geschiittelte Membranen verglich. Hier dagegen, beim Gliadin, sind 
die Lésungsmittel fast identisch, und trotzdem der Unterschied zwischen 
ihnen erheblich. Daraus diirfte zu folgern sein, daB, wie oben schon 
erwahnt, dem Zustande des Kollodiummolekiils cine erhebliche Be- 
deutung zukommt, naturgemaéB unter Beachtung der Wirkung des 
Lésungsmittels auf das jeweilige Protein. 

Die Bezeichnung Serumalbuminmembran in der vorigen Arbeit 
konnte im gewissen Grade eine willkiirliche genannt werden. Enthalt 
doch das Serumdialysat noch sicher Paraglobulin. Indes wissen wir, 
daS die Globuline an sich wenig wirksam sind, die Albumine dagegen 
stark. Nun aber zeigt der Vergleich der ausgeschiittelten Serum- 
albuminmembran mit der ausgeschiittelten Hieralbuminmembran, sowie 
der der getrdnkten Serumalbuminmembran mit der getrdinkten LFier- 
albuminmembran weitgehende Ubereinstimmung. Auf diese indirekte 
Weise rechtfertigt sich ebenfalls jene zuerst willkiirlich anmutende 
Bezeichnung: Albuminmembran. 

Der elektrosmotische Wasserentzug bei langem Verweilen in 
alkalischer Reaktion tritt auch hier wieder hervor. 

Die Hochspannung zeigt sich hier manchmal in einer SMienilanne 
des Verlaufs der ED., in anderen Fallen fehlt sie. 

Hinsichtlich der Frage der Membranbildung kénnte bei den aus- 
geschiittelten Membranen noch geltend gemacht werden, daB im Alkohol- 
Ather-Kollodium eine gewisse geringe Menge Wasser enthalten sei. 
Dieses lise den Proteinkérper, und auf diese Weise wiirde Eieralbumin, 
Serumalbumin usw. von Kollodium adsorbiert werden kénnen. Daher 
auch das eigenartige Verhalten der ausgeschiittelten Globulinmembran, 
die sich ja wie eine Kollodiummembran verhielt. In dem px-Bereich, 
in dem das Wasser sich im Ather-Alkohol-Kollodium befindet, etwa 
pu 5,8 bis 6,0 (CO,-gesittigtes, destilliertes Wasser), ist Globulin un- 
lislich. Daher ist auch jene ausgegossene Membran eine Kollodium- 
membran. Auch fiir das Gliadin paBt diese Erklarung. Offenbar sind 
die Wassermengen in Ather-Alkohol-Kollodium so gering, daB sie 
die Léslichkeit dieses Kérpers nicht erheblich herabsetzen. Die Méglich- 
keit des eben genannten Vorgangs kann also nicht in Abrede gestellt 
werden. Indes ist doch diese Annahme unzureichend, da durch sie 
nicht alle die Unterschiede, die zwischen ausgeschiittelter und getrinkter 
Membran auch bei iibereinstimmender Substanz bestehen, gedeutet 
werden kénnen. Nimmt man sie aber auf, so wird man zu einer weiteren 
Annahme gefiihrt, die in anderem Zusammenhang schon einmal sich 
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aufdrangte, nimlich zu der, daB das geléste Kollodiummolekiil das 
Proteinmolekiil anders beeinfluBt als das bereits im Verband de 
Membran befindliche. Das wire durchaus verstindlich. Gegen Luft 
bzw. Wasser grenzend und im Verband der festen Membran ist die 
Valenzverteilung an der Oberfliche des Kollodiums eine ganz andere, 
als wenn das einzelne Molekiil gegen Alkohol-Ather- bzw. Alkohol- 
Ather-Wassergemisch grenzt. Damit sind auch die Méglichkeiten auf 
das Proteinmolekiil zu wirken, ganz verschieden, je nachdem sich 
das Kollodium in dem einen oder anderen Zustande befindet. Nach 
den Versuchen von J. Loeb! an Kollodiumteilchen in Wasser wird 
man weitgehend von Adsorption reden und solche Verhiltnisse auch 
bei der getrdnkten Membran vermuten kénnen. Ob derselbe physi- 
kalische Vorgang auch bei der ausgeschiittelten Membran sich abspielt, 
muB als sehr fraglich bezeichnet werden. Hier scheint eine festere 
Bindung vorzuliegen. Daf das Kollodiummolekiil bei seinem Zustands- 
wechsel eine Anderung erleidet, geht auch aus den Versuchen von 
L. Michaelis? hervor. Vollkommen getrocknete Kollodiummembranen 
ergaben hinsichtlich der Durchwanderungsgeschwindigkeit von Anionen 
und Kationen definierte, reproduzierbare Verhiltnisse. War die 
Membran dagegen nicht lufttrocken, so waren keine reproduzierbaren 
Verhiltnisse zu erzielen, da die Membranen hinsichtlich ihrer Trocknung 
nicht definierbar waren. Damit fanden sich an der Porenwand kom- 
pliziertere Verhaltnisse selbst hinsichtlich der kleinen Ionen der starken 
Elektrolyte. Auch das bewirkte der unterschiedliche Charakter des 
gelésten und des getrockneten Kollodiums. In diesem Zusammenhang 
wire auBerdem noch auf die Versuche von Barger*® hinzuweisen. Einmal! 
wurde festgestellt, daB die Blaufarbung bei der Jod-Starkereaktion 
eine Adsorption ist. Das Jod geht aber dabei eine Veranderung ein; 
denn es ist urspriinglich braun. Weiterhin aber zeigten Barger und 
Field*, daB Saponarin innerhalb seiner molekularen Léslichkeits- 
grenzen mit Jod nie Blaufirbung ergibt. Ist jene Grenze aber iiber- 
schritten, so daB sich gréBere Teilchen gebildet hatten, so tritt jene 
Farbreaktion auf. Was also bei Molekiilen nicht eintrat, erfolgte, 
sobald diese in gréBerem, festem Verbande sich befanden. Die Valenz- 
verteilung ist in beiden Fallen — hier vielleicht nvr quantitativ — ver- 
schieden, so wie es auch oben bei unseren Versuchen angenommen war. 


Der isoelektrische Punkt der Eiwei8kérper fand sich in den Versuchs- 
ergebnissen der ED.-Verlaiufe zunachst nicht wieder. Das wird man nach 


1 J. Loeb, Eiwei8kérper. Berlin 1926. 

2 L. Michaelis, in der Hauptsache in Journ. gen. physiol. 
8 Barger, Journ. Chem. Soc. 89, 1210, 1906. 

4 Barger und Field, ebendaselbst 101, 1394, 1912. 
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den soeben gemachten Ausfiihrungen fiir die ausgeschiittelten Membranen 
auch nicht erwarten dirfen. Ob nicht aber andersgeartete Versuche doch 
einen Einflu8 dieser Art zeigen wiirden, bleibt besonderer Untersuchung 
vorbehalten. Aber auch die Versuche mit den getrdénkten Membranen 
sind, so wie sie in den beiden Arbeiten vorliegen, nicht geeignet, dariiber 
eine Entscheidung zu bringen. Es sind die EiweiSkérper bisher nicht 
in tibereinstimmenden Zustinden verwendet worden. Sie sind zuniichst 
fast alle in Aqua destillata gelést. Das bedeutet aber grundsitzlich eine 
sehr ungiinstige Vergleichsméglichkeit. Das Aqua destillata bei Kohlen- 
siuresattigung bedingt fiir den EiweiSkérper z. B. vom isoelektrischen 
Punkt 10,0 einen ganz anderen Zustand als fiir den vom isoelektrischen 
Punkt 1,0. Man kann aber nur unter sonst gleichen Bedingungen fest- 
stellen, ob und wie zwei Kérper verschieden sind oder verschieden wirken. 
In dieser Richtung also waren die Untersuchungen noch zu érgiinzen. 
Sie wiirden unsere Kenntnisse von den Membranwirkungen und eventuell 
auch von der Membranbildung sehr vertiefen. 

Es war oben angedeutet worden, daB die vorstehenden Unter- 
suchungen mit blutfremden EiweiBkérpern noch einen besonderen 
SchluB zulieBen. Sie zeigen namlich, in welchem Mae die Serum- 
eiweiBkérper waihrend der ED. auf die Membran zu wirken vermégen. 
Liige eine solche Einwirkung in nennenswertem MaBe vor, so miiBte 
jede ED. mit Membranen aus blutf/remden EiweiBkérpern zu, Verliufen 
fiihren, die in weitem MaBe mit denen identisch sind, die die Vollserum- 
membran bzw. Serumalbuminmembran lieferte. Zum mindesten aber 
miBten die ED.-Verliufe bei den verschiedensten (serumfremden) 
Proteinmembranen weitgehende Ubereinstimmung zeigen. Das ist 
nun keineswegs der Fall. Daraus ergibt sich, daB die Porenwand der 
Membran ihre Selbstandigkeit gegeniiber den Serumproteinen wihrend 
der ED. in weitem AusmaB bewahrt. Das ist der Fall, wenn eine 
reine Kollodiummembran vor der Anode liegt. Denn selbst nach mehr- 
maligen ED.-Ablaufen mit derselben Membran zeigte die pu-Kurve 
den alten Verlauf. Das ist aber auch noch giiltig, wenn an der Ober- 
flache von Membranwand und -pore ein Protein sich befindet. 

Zur Charakterisierung der beiden Membrantypen ist noch zu be- 
merken: Die ausgeschiittelten Membranen haben die Tendenz, py-Verlaufe 
zu bewirken, die vom Ausgangs-pq_ des Serums mehr oder weniger 
steil ins saure Gebiet fiihren. Sie dhneln dem Verlauf der Kollodium- 
membran. Da8 sie keine reinen Kollodiummembranen sein kénnen, 
ist schon friiher auseinandergesetzt worden. Dieses lehrt aber auch 
der Vergleich der Zahlen von Versuch 1* mit denen der anderen Ver- 
suche. Tabelle A zeigt dies deutlich. 


* Der voranstehenden Mitteilung. 
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Tabelle A. 
Ausgeschiittelte Membranen. 





Dauer der ED. 


Membranart Pu-Minimum End-py Std 
eta. 








Kollodiummembran .. . 3,45 (7,95) 5,06 7 (20*) 
Hamoglobinmembran . . 4,21 (8,15) 4,82 3 
Vollserummembran .. . 4,59 (8,15) 5,35 5 
Globulinmembran . .. . 3.70 (8,01) 5,23 6* 
Albuminmembran . . . . 4,70 (8,16) 5,18 3 
Kieralbuminmembran . . 4,80 (7,8) 5,20 15), 
Nucleinsauremembran . . 4,05 (8,12) 5,12 4* 
Pankreatinmembran . . . 8,62 (7,7) 5,14 5* 
Gliadinmembran. . .. . 2,84 (8,0) 4,90 ing 


Bemerkungen: Die eingeklammerten Zahlen in der zweiten Spalte bedeuten den 
Anfangswert des py. Die Sterne in der letzten Spalte sagen, dafi bei diesen ED. Hochspannung 
verwendet wurde. 


Von dem tiefsten Punkte bei der reinen Kollodiummembran (3,45) 
weicht die Gliadinmembran um 0,61 py nach unten ab. Die extremste 
Abweichung davon nach oben betragt sogar 1,35 Zehnerpotenzen. In 
diesem Saurebereich gehért dazu ein erheblicher Zuwachs an aktiven 
H-Ionen. Die Variationsbreite betragt also fast 2 Zehnerpotenzen. 

Noch augenfalliger wird aber der Unterschied, wenn man die ED.- 
Zeiten vergleicht. Die reine Kollodiummembran hat eine ED.-Dauer 
von etwa 20 Stunden gegeniiber einer solchen von 90 Minuten bei der 
Eieralbuminmembran. Nur die Globulinmembran zeigt ahnliche lange 
Dauer. Sie wurde ja auch von uns aus gutem Grunde als eine Kollodium- 
membran angesehen. 

Die ED.-Verliufe mit getrénkten Membranen weisen ebenfalls 
eine gewisse Ubereinstimmung untereinander auf (s. Tabelle B). 


Tabelle B. 
Getrankte Membranen. 

















Membranart come “egal Pu-max | Py-min End-py ona 
Vollblutmembran . 8,07 10,1 5,36 5,53 7 
Hamoglobinmembran 7,8 9,1 5,3 5,3 8,5 
Vollserummembran . 8,05 8,7 5,2 5,2 3,5 
Globulinmembran . 8,05 a 45 4,8 3,5 
Serumalbuminmembran 7,61 8,80 5,1 5,2 + 
Eieralbuminmembran . 7,8 7,85 4,93 5,15 2.5 
Gliadinmembran 7,83 5,22 5,46 6 
Gelatinemembran . 8,1 5,3 5,82 2,5 










im a 
m U 
trage 
Verl: 


sich 
umfe 


wohl] 
zu di 
geset 
eine! 
dara 
gewi 
Abw 
wohl 


aus 
Vari 


gescl 


mem 
ging 
statt 


auf « 


soba 


von 
gehe 


dem 
kom) 
nisse 








ED. 


r) 


en den 
annung 


(3,45) 
emste 
age 
tiven 
en. 
ED..- 
Dauer 
si der 
lange 
dium- 


nfalls 





auer 
Std. 


or 








Elektrodialyse des Serums. III. 447 


Sie zeigen entweder Anstieg ins Alkalische oder verzégerten Verlauf 
im alkalischen Bereich bei abnehmendem pg. Der Anstieg kann bis 
zu tiber 2 Zehnerpotenzen tiber dem Ausgangswert des Serums be- 
tragen. Dazwischen finden sich alle Abstufungen bis zum normalen 
Verlauf. 


Aus der Zusammenfassung der beiden Membrantypen aber ergibt 
sich erst die volle Mannigfaltigkeit der méglichen ED.-Verliufe. Sie 
umfaBt einen Bereich von mehr als 7 Zehnerpotenzen. 

Mit Riicksicht auf die hier mitgeteilten ED.-Verlaufe ist schlieBlich 
wohl kaum ausdriicklich hervorzuheben, daB sie nur fiir Serum als 
zu dialysierender Substanz Giiltigkeit besitzen. Jede anders zusammen- 
gesetzte Fliissigkeit wird mit den beziiglichen Membrankombinationen 
einen andersartigen Ablauf der ED. aufweisen. Ja man wird sogar 
darauf zu achten haben, daB die Besonderheit jedes Serums in einem 
gewissen Bereich sich geltend machen wird. Dadurch werden geringe 
Abweichungen erklarlich, die fortfallen, sobald man stets die gleiche, 
wohldefinierte Substanz verwendet. 


Zusammenfassung. 


1. Die vorstehenden Untersuchungen von anodischen Membranen 
aus Proteinkérpern, die nicht dem Blute angehéren, ergeben weitere 
Variationsméglichkeiten des ED.-Verlaufs. 

2. Wiederum treten die Unterschiede zwischen getrdénkter und aus- 
geschiittelter Membran stark hervor. 


3. Besonders auffallig war der Verlauf mit der getrankten Gelatine- 
membran sowie mit der ausgeschiittelten Gliadinmembran. Dieser 
ging weit ins saure Gebiet, jener war auffallend milde. 

4. Eine Modifikation des bisher iiblichen Trankungsverfahrens ge- 
stattet auch, alkohol- oder atherlésliche Substanzen auf diesem Wege 
auf eine Kollodiummembran zu bringen. 


5. Elektrosmotischer Wasserentzug trat auch hier wieder auf, 
sobald der py-Verlauf einen Anstieg ins Alkalische zeigte. 


6. Die Anlegung von Hochspannung erwies sich auch hier wieder 


von geringer Wirkung. 
7. Der ED.-Verlauf bei der Eieralbuminmembran zeigte weit- 
gehende Ubereinstimmung mit dem bei der Serumalbuminmembran. 


8. Es stellte sich heraus, daB bei der Membranbildung mit Proteinen 
dem Zustande des Kollodiummolekiils eine erhebliche Bedeutung zu- 
kommen mu, naturgemaé8 unter Beachtung der besonderen Verhilt- 
nisse, die die unterschiedlichen Lésungsmittel schaffen. 
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Ausdruck verliehen werden. 


Dem einen von uns (£wtg) wurden diese Arbeiten durch ein Stipen- 


dium der Rockefeller-Foundation erméglicht. 
nochmals der Dank hierfiir ausgesprochen 


G. Ettisch u. W. Ewig: Elektrodialyse des Serums. III. 


9. Unsere Untersuchungen reichen noch nicht aus, um iiber die 
Wirksamkeit des isoelektrischen Punktes der verwendeten Protein- 
kérper auf die Verlaufe der ED. etwas Endgiiltiges auszusagen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fii 
die Zuweisung eines Refraktometers zur Ausfiihrung der beziiglichen 
Messungen zu Dank verpflichtet. Ihr soll an dieser Stelle der gebiihrende 
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Die Verteilung des Zinks im Blute des Menschen und der 
hoheren Tiere. 


Von 


A. I. Burstein. 


(Aus der Chemisch-hygienischen Abteilung des Odessaer Instituts fii 
Pathologie und Hygiene der Arbeit.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Durch Arbeiten einer ganzen Reihe von Autoren (Ravulin, J aviilier, 
Bertrand, Delezenne, Lutz, Birckner, Steinberg, Weitzel, Legler, Sal- 
kowski u. a.) ist die universelle Verbreitung des Zinks in der organi- 
schen Natur, sowie dessen groSe Bedeutung im normalen Stoffwechsel 
von Tier und Pflanze festgestellt. Unter anderem ist nachgewiesen, 
daB die Konzentration des Zinks in verschiedenen Geweben bei ein 
und demselben Tiere ungleich ist, sich aber bemerkenswerterweise in 
ein und denselben Geweben bei verschiedenen Tieren als ziemlich 
konstant erweist. So wurden fiir das Blut nachstehende Mittelwerte 
gefunden: 


Wenich. .°. 2... . s OM mg-% 
De ula ys “cock e-9P- 2s 2 - 
emerson oe Le 
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In vorliegender Arbeit hatten wir uns zur Aufgabe gemacht, die 
Verteilung von Zink im Blute des Menschen und der héheren Tiere zu 
klaren, d. h. den Zinkgehalt einzeln im Blutplasma und in den Form- 
elementen zu bestimmen. 


Methodik. 


Zur quantitativen Bestimmung bedienten wir uns der Mikromethode 
von Lutz(1), mit der sich Zink in den Grenzen bis 0,005 mg auf 0,00025 mg 
genau nachweisen ]4Bt. Das Prinzip der Methode beruht auf der zwischen 
Zink und Urobilin in schwach alkalischer, alkoholischer Lésung vor sich 
gehenden Reaktion, die eine Fluoreszenz der Fliissigkeit hervorruft. Das 
Wesen der Reaktion ist bis jetzt nicht geklart. Die Fluoreszenzintensitat 
der zu untersuchenden Fliissigkeit mit derjenigen der Standardlésungen 
vergleichend, schlieBt man auf den Zinkgehalt in der ersteren. Die hier 
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beschriebene Reaktion ist schon langst bekannt und wurde zuerst 186% 
von Jaffe (2) zum Nachweis von Urobilin im Harn angewandt. Derselbe 
isolierte als erster reines Urobilin aus diesem Substrat. 

Nach der Darlegung des Prinzips der Methode diirfte es statthaft sein 
die ein bestimmtes Interesse beanspruchenden Einzelheiten des Verfahrens 
selbst méglichst gedraingt anzufiihren. 

Es seien hier folgende Momente hervorgehoben: a) Vorbereitung de- 
Materials, des Blutes im gegebenen Falle, zur Analyse; b) Isolierung des 
Zinks aus dem biologischen Material; c) Herstellung der Standardlésungen : 
d) Darstellung des Urobilins und Bereitung seiner Lésung; e) Ausfiihrung 
der Bestimmungen. 


Vorbereitung des Materials zur Analyse. 


Bei einmaliger Blutentnahme geniigt ein mittelgroBer Kolben und bei 
mehrmaligen Entnahmen ist fiir jede Portion ein besonderer Kolben nétig. 
In den trockenen Kolben kommt fein zerriebenes Kalium- oder Natrium- 
oxalat, berechnet zu je 2 mg pro Kubikzentimeter Blut, zwecks Vermeidung 
der Blutgerinnung, und wird woméglich gleichmaBig am Boden und an de: 
Wandung des Kolbens verteilt. 

Das mit der Spritze entnommene Blut wird rasch in den Kolben getan 
und mit dem Oxalat geschiittelt. Nach einigen Minuten, wenn es sich 
herausgestellt hat, da keine Gerinnung vor sich geht, wird das Blut in 
Zentrifugierglaser gegossen und bis zur vollstandigen Trennung des Plasmas 
von den Formelementen geschleudert. Die Gesamtmenge des entnommenen 
Blutes mu8 wenigstens bis 5 ccm betragen; ratsamer ist es immerhin, etwas 
mehr, naémlich 10 bis 15 ccm zu nehmen. Im Hinblick auf die gleiche Kon- 
zentration des Zinks im Blute verschiedener Individuen derselben Art 
kann zur Analyse Blut mehreren Tieren entnommen werden. 

Hat sich das Plasma von den Formelementen véllig abgesondert, s« 
wird es mittels der mit emer Gummibirne versehenen Pasteurpipette vor- 
sichtig abgehebert und in einen vorher getrockneten und gewogenen Platin- 
tiegel gebracht. Durch abermaliges Wagen wird die Menge des zur Analyse 
genommenen Plasmas bestimmt. Beim Aushebern wird etwas Plasma im 
Zentrifugierglas belassen, um ein Mitziehen von Formelementen zu ver- 
meiden. Der Plasmarest wird samt einer unbedeutenden Anzah] Form- 
elemente mit der Pipette entfernt. Die in dem Zentrifugierglas zuriick- 
gebliebenen Formelemente werden méglichst restlos in einen ebenfalls 
vorlaufig getrockneten und gewogenen Tiegel gebracht, der dann wiede: 
gewogen wird zwecks Feststellung der zur Analyse genommenen Menge 
von Formelementen. 

Das Waschen der Formelemente mit physiologischer Kochsalzlésung 
ist unseres Erachtens unzweckmaBig. Ein eventueller Fehler bei det 
Analyse infolge des Vorhandenseins einer winzigen Plasmamenge unte1 
den Formelementen wiirde nur zunehmen, wenn wir als anderweitiges 
Ingrediens physiologische Kochsalzlésung an Stelle des Plasmas hatten, 
da letzteres Zink in Konzentrationen enthalt, die denen bei den Form- 
elementen nahe sind, wahrend erstere fast gar keinen aufweist. Wir sagen 
fast“, da Lutz (1) selbst in destilliertem Wasser Spuren von Zink nach- 
gewiesen hat. Bei der Gewichtsbestimmung des zu untersuchenden Plasmas 
und der Formelemente des Blutes wird die Menge des genommenen Oxalats 
gar nicht beriicksichtigt im Hinblick darauf, daB sie im Vergleich mit det 
von Plasma und Formelementen verschwindend klein ist. 
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Isolierung des Zinks aus biologischem Material. 


Zwecks Zerstérung von biologischem Material — in vorliegendem 
Kalle von Blutformelementen oder -plasma kommt trockene Ein- 
ascherung zur Verwendung. Das abgewogene Material wird im Trocken- 
kasten sorgfaltig getrocknet und dann im elektrischen Ofen unter Rotglut 
verbrannt. Die Temperatur des Ofens darf nach Lutz nicht tiber 550°C, 
nach Thomson (3) nicht iiber 450° C sein. Diese verhaltnismaBig nicht hohe 
Temperatur ist bei der Verbrennung deshalb einzuhalten, weil einige Zink- 
salze unter héheren Temperaturen sublimiert werden. So verfliichtigt sich 
Chlorzink bereits bei 730°C. 


Die Verbrennung dauert bis zur vollstaéndigen Einischerung des 
Produkts, wozu es, je nach der GréBe des abgewogenen Materials und des 
Tiegels, 4 bis 6 Stunden bedartf. 


Zur besagten Operation bedienten wir uns eines elektrischen Ofens 
der russischen Firma ,,GET‘ mit Erwarmungsvermégen bis 850°C. In den 
Stromkreis schalteten wir einen nach dem Pyrometer graduierten Rheostaten 
ein, was uns die Einstellung der Ofentemperatur auf gewiinschte Héhe 
erméglichte. Die Temperatur brachten wir nie tiber 550°C. 


Nach vollendeter Verbrennung wird die braunrote Asche der Form- 
elemente und die graue des Plasmas in 1 ccm 6n Salzséure aufgelést, etwas 
destilliertes Wasser dazugegeben und die Lésung durch ein aschefreies 
Filter durchgeseiht. Zur Anwendung kamen Filter der Firma Schleicher 
und Schill, die wir vorher mit Alkohol harteten. Der Niederschlag auf dem 
Filter wird mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen, bis das Filtrat 
auf Lackmus zu reagieren aufhért. Lassen sich auf dem Filter selbst die 
geringsten Reste unverbrannter Kohle nachweisen, so- wird das Filter samt 
dem Niederschlag nochmals bei 450 bis 550°C verbrannt. Dabei kann 
man in den Tiegel etwas pulverartiges, salpetrigsaures Natrium zwecks 
restloser und rascherer Verbrennung des Kohlenriickstandes zusetzen. 
Diese sorgfaltige Verbrennung des Kohlenriickstandes ist wegen des groBen 
Adsorptionsvermégens der Kohle gegeniiber dem Zink nétig, worauf 
Lehmann (4) bereits hinwies. 


Es wird die Asche nach der zweiten Verbrennung mit einem mdglichst 
kleinen Quantum 6n Salzsiure bearbeitet, etwas destilliertes Wasser 
zugegeben und filtriert, unter sorgfaltigem Waschen des Niederschlags 
auf dem Filter. 


Das erste und das zweite Filtrat kommen in einen kleinen (Inhalt 
25 bis 50 cem) Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas. Ferner folgt das Trennen 
des Eisens durch Fallung in Form von Eisenoxydphosphat. Die Filtrate 
werden mit Bromwasser zum Zwecke der Uberfiihrung der Ferroverbin- 
dungen in Ferriverbindungen bearbeitet; der Bromiiberschu8 wird durch 
mehrere Minuten dauerndes Sieden abgedampft, die gekiihlte Fliissigkeit 
mit Wasser auf etwa 20 ccm gebracht, dazu 1 bis 2 Tropfen konzentrierter 
Natriumphosphatlésung gegeben und dann mit konzentrierter Natrium- 
oder Ammoniumacetatlésung in Anwesenheit von Methylorange neutra- 
lisiert. Bei Anwesenheit von Eisen tritt eine deutliche Triibung auf, bedingt 
durch ausfallendes Eisenphosphat. Bei Behandlung der durch Verbrennung 
von Formelementen gewonnenen Asche kommt infolge der verhaltnismabig 
groBen in den Erythrocyten enthaltenen Eisenmengen eine ziemlich groBe 
Triibung zustande; wird aber durch Verbrennung des nur Spuren von 
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Eisen enthaltenden Plasmas gewonnene Asche behandelt, so kommt es 
nicht zur Bildung von Eisenphosphat in Form einer Triibung. Nach de: 
Fallung des Eisens laBt man die Fliissigkeit durch ein gehiartetes Filte: 
von 4cem. Bei den Fallen, wo Asche von Formelementen des Blutes be- 
handelt wird, ergibt sich auf dem Filter ein ziemlich groBer Niederschlag, 
den man gerade auf dem Filter in einem méglichst geringen Quantum 
6n Salzséure auflést, das Filter auswascht und das Filtrat in einen anderen 
Kolben auffangt. Im zweiten Filtrat wird das Eisen von neuem in derselben 
Weise gefallt und die filtrierte Fliissigkeit dann zum ersten Filtrat zwecks 
weiterer Behandlung getan. 


Diese doppelte Prazipitation des Eisenphosphats, die dort vorgenomme 
wird, wo verhaltnismaBig groBe Eisenmengen vorhanden sind, hat den 
Zweck, den durch die Adsorption des Zinks durch ausfallendes Eisen- 
phosphat stattfindenden Zinkverlust méglichst zu vermindern. Ohne 
Einhaltung dieser Kautelen kénnen bis 10% Zink eingebiiBt werden. 


Die weitere Behandlung des Filtrats wird auf folgendes zuriickgefiihrt : 
Zum Filtrat gibt man essigsaures Kupfer in einer Menge hinzu, die etwa 
0,5mg Cu enthalt, und schickt dann einen Strom gut gewaschenen Schwefel- 
wasserstoffs hindurch. Das Schwefelkupfer fallt aus, wobei es quantitativ 
Schwefelzink mitreiBt, das sich in essigsaurer Lésung nicht auflést, jedoch 
wegen seiner geringen Menge schlecht ausfallt. Somit soll der Zusatz von 
Kupfer das Ausfallen des Zinks férdern. Das Kupfer gibt nach dem Ausdruck 
amerikanischer Autoren einen ,,entrainer“, d. h. ein Adsorbens ab. 


Nach dem _ vollstaéndigen Ausfall des Niederschlags, was mehrere 
Stunden in Anspruch nimmt, filtriert man die Fliissigkeit durch ein 4cm- 
Filter und wascht den Niederschlag auf dem Filter sorgfaltig aus. 


Das Filter wird samt dem Niederschlag in einen Kolben gebracht, mit 
einer geringen Menge (bis 0,5 ccm) 6n Salpetersiure behandelt, auf dem 
Wasserbad bis zur vollsténdigen Auflésung der Sulfide erhitzt, Wasser 
zugesetzt und die Lésung von den Filter- und Schwefelresten unter sorg- 
faltigem Auswaschen des Niederschlags auf dem Filter abgeseiht. Das 
neu gewonnene, in einen Kolben von 50ccm aufgefangene Filtrat wird 
auf dem Wasserbad fast bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit 
einer geringen Menge 6n Salzséure behandelt und abermals zwecks Uber- 
fiihrung des Nitrats in Chloride zur Trockne eingedampft. Der Rest wird 
in 0,2 ccm 6n Salzsiure und 5 cem destillierten Wassers aufgelést und gut 
mit Schwefelwasserstoff bearbeitet. Das Kupfer und die Metalle dessen 
Gruppe [Klassifikation von Noyes (5)] fallen aus, das Zink aber bleibt 
infolge der hinreichenden Konzentration der Salzsiure in Lésung. Die 
Fliissigkeit wird in einen kleinen Kolben unter gutem Auswaschen des 
Niederschlags auf dem Filter filtriert. Das Zink in Gestalt von Chlorid 
enthaltende Filtrat dampft man auf dem Wasserbad zur Trockne ein. 
Auf dem Boden, teilweise auch an der Wandung des Kolbens wird ein 
weiBer Anflug von Chlorzink beobachtet. Hierher gibt man destilliertes 
Wasser im Verhaltnis etwa lcem pro Gramm des zu _ analysierenden 
Materials. Die gewonnene Zinkchloridlésung ist gebrauchsfertig. 


Herstellung der Standardlésungen. 


In einer Biichse von 25 bis 30 ccm Inhalt waigt man genau 100 mg 
chemisch reines Zinkfeilicht ab, gieBt 10 bis 15cem Schwefelséure (1: 5) 
zu und 14Bt das eine Weile stehen. Die anfanglich lebhaft vor sich gehende 
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Reaktion wird spater durch Erwarmung auf dem Wasserbad bis zur rest- 
losen Auflésung des Zinks unterhalten. Ohne Erwarmung verlauft die 
Reaktion bedeutend langsamer und nimmt viele Stunden in Anspruch. 


Nach der Auflésung des Zinks tut man die Lésung in einen Literkolben 
und bringt sie mit Wasser bis zur Marke. Jedes Kubikzentimeter der er- 
haltenen Lésung entspricht 0,1 mg Zn. Die Lésung ist geraume Zeit hin- 
durch haltbar. Von Zeit zu Zeit wird daraus eine schwachere Lésung durch 
Verdiinnung auf das Zehnfache hergestellt. Jedes Kubikzentimeter det 
schwachen Lésung entspricht 0,01 mg Zn. 


Darstellung von Urobilin. 


Da Urobilin schwer kiauflich ist, so bietet die Kenntnis dessen Dar- 
stellungsverfahrens einén gewissen Nutzen. 1% kg normaler menschlicher 
Fazes bringt man in einen groBen Erlenmeyerkolben und behandelt sie 
mit einem doppelten Volumen Chloroform, wobei von Zeit zu Zeit inner- 
halb mehrerer Stunden geschiittelt wird. Ferner l48t man abstehen und 
gieBt das Chloroform, das Teefarbe angenommen hat, ab. Nochmaliger 
Zusatz einer Chloroformportion, Schiitteln, Dekantieren. Diese Extraktion 
wird drei- bis viermal vorgenommen. Aus dem gewonnenen Auszug, in 
den das Urobilin itibergegangen ist, wird das Chloroform fast restlos durch 
einen Kiihler abgeleitet. Den stark braun gewordenen Riickstand bringt 
man in eine Abdampfschale und 1aBt die letzten Chloroformportionen auf 
dem Wasserbad verdunsten, worauf man die entstandene schwarzbraune 
Masse fiir ein paar Tage an der Luft beléBt. Nachher wird die schwarz ge- 
wordene harzige Masse mit Petroleumather behandelt, der, Fett mitreiBend, 
das Urobilin niederschlagt. Die gesamte gewonnene Masse kommt auf das 
Filter, auf dem der Urobilinniederschlag abermals mit Petroleumather aus- 
gewaschen wird. Auf dem Filter bleibt braunes, pulverartiges Urobilin 
und das Fett geht in das Filtrat iiber. Den auf dem Filter getrockneten 
Niederschlag lést man in einer geringen Chlorofermportion und bringt die 
Lésung in eine Porzellanschale. Nochmalige Fallung des Urobilins mit 
Petroleumather und darauffolgendes vorsichtiges Dekantieren des Chloro- 
forms und Petroleumithers, deren Reste abgedampft werden. Auf dem 
Boden der Schale bleibt ein schéner, dunkelbrauner, kristallinischer Urobilin- 
(Stercobilin-)niederschlag. Gewonnen wird 0,5 mg Urobilin. Das erhaltene 
Produkt farbt basische Lésungen gelb, saure rot, zur alkoholischen, mit 
Ammoniak alkalisierten Zinklésung zugesetzt, verleiht es dieser eine deut- 
liche Rosafarbung, wobei die Fliissigkeit prachtige griine Fluoreszenz zeigt. 


Aus Urobilin wird eine solche Lésung hergestellt, die imstande ist, 
noch 0,001 mg Zn qualitativ nachzuweisen. 


Ausfiihrung der Bestimmungen. 


In zehn Reagenzglaiser von gleichem Durchmesser (10 bis 12 mm*). 
mit eingeschliffenen Stopfen wird mit Hilfe einer Mikropipette Inhalt 


* Lutz volizieht die Kolorimetrierung in auf 50 ccm markierten Glas- 
zylindern. Aus Sparsamkeitsgriinden betreffs der Reagenzien erachteten 
wir es fiir méglich, ohne Nachteil fiir die Exaktheit der Methodik in Reagenz- 
glasern mit oben erwaihntem Durchmesser die Bestimmungen vorzunehmen, 
im ganzen 10 bis 11 eem Reagenzien verbrauchend. 
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0,1 cem und auf je 0,1 bis 1 cem steigernd. Auf diese Weise ergibt sich eine 
Reihe Standardreagenzgliser mit einem Zinkgehalt von 0,001 bis 0,01 mg, 
mit Absténden von 0,001 mg zwischen den Glaisern. Samtliche Reagenz 
glaser werden bis auf 10 cem Volumen mit chemisch reinem, 80- bis 90 %igen, 
Alkohol nachgefiillt. Kauflicher Alkohol ist zwecks Reinigung durchaus 
zu destillieren. In ein Reagenzglas mit demselben Durchmesser wird 1 cem 
von der durch Bearbeitung des zu untersuchenden Materials gewonnenen 
Lésung getan und das Glas ebenfalls bis auf 10cem mit Athylalkoho! 
nachgefiillt. Ferner wird in jedes Reagenzglas je 1 ccm der hergestellten 
alkoholischen Urobilinlésung und je 1 Tropfen 10- bis 15°,iger Ammoniak- 
lé6sung zugesetzt (konzentriertes Ammoniak wird um das Zwei- bis Dreifache 
mit Wasser verdiinnt). Die Lésungen in den Reagenzglisern firben sich 
rosenrot und zeigen bald schéne griine Fluoreszenz. 

Die Kolorimetrierung ist gut in einem Lichtbiindel aus einer starken 
Lichtquelle zu fiihren. Auf dem Wege des Lichtbiindels wird ein Lichtfilte: 
aus Kupfersulfatlésung aufgestellt. Die Reagenzgliser bekommen eine 
dunkle Unterlage. Zur Vergleichung der Fluoreszenz werden die Fliissig- 
keiten von oben durch ihre gesamte Dichte betrachtet. 


LaBt sich die Fluoreszenz im Reagenzglaschen mit zu untersuchendem 
Material ihrer Intensitét nach der Fluoreszenz irgendeines Standard- 
reagenzglaischen nicht genau gleichstellen und befindet sie sich zwischen 
zwei Standardglaschen, so stellt man Zwischenstandarde mit Intervallen 
von 0,00025 mg (Grenze der Reaktionsempfindlichkeit) her und findet 
das Reagenzglas auf, dem die Fluoreszenz des zu untersuchenden Materials 
der Intensitaét nach am meisten gleicht. Die Vergleichung darf man nicht 
friiher als 5 Minuten nach dem Moment der Probeherstellung beginnen und 
nicht spaéter als 20 Minuten danach beendigen, da die Fluoreszenz in diesem 
Zeitabschnitt maximale Intensitaét und Helligkeit zeigt. Ist das Standard. 
reagenzglas aufgefunden, wo die Fluoreszenz der Intensitaét nach mit de: 
im Reagenzglas mit zu untersuchendem Material tibereinstimmt, so schliebt 
man auf den Zinkgehalt im Material. 


Beispiel: Es seien zur Analyse 5,2 mg Plasma genommen, Das im 
Laute der Materialbehandlung gewonnene Zinkchlorid ist in 5 ccm Wasse! 
aufgelést. Es zeigte das hiervon entnommene Kubikzentimeter Lésung 
eine dem Reagenzglas mit 0,00325mg Zn entsprechende Fluoreszenz. 
Hieraus ermitteln wir, daB in der abgewogenen Plasmamenge im ganzen 
0,00325.5mg Zn sind. Folglich haben wir in einem Gramm Plasma 
0,00325.5,2mg Zn, was prozentual 0,00325.5. 100/5,2 = 0,312 mgZn 
ergibt. 


Die Fehlergrenze der beschriebenen Methode betragt + 10°). 


Unsere Untersuchungsergebnisse. 


Nach der Beschreibung der von uns zur Lésung der in Rede stehenden 
Frage angewandten Methodik diirfte es angebracht sein, die Ergebnisse 
unserer Untersuchungen hier darzulegen. 


Es wurde Blut von Mensch, Ochs, Hammel, Hund, Kaninchen und 
Meerschweinchen untersucht. Die Untersuchungsergebnisse sind in nach- 
stehenden Tabellen wiedergegeben. 
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Tabelle I. 


Die Konzentration von Zink in den Formelementen des Blutes. 





Menge der zur Analyse 


Objekt genommencn Form | Nacheriinenee | Nee Za 

g mg mg-9/o 
EP ae 8,901 0,067 50 0,758 
Gs 4 Se ws 12,542 0,102 25 0,815 
ee ne 11,614 0,090 00 0,775 
ST SGT ae a eee 5,000 0,030 00 0,600 
Kaminchen .... . 5,094 0,041 25 0.810 
Meerschweinchen . . 9,000 0,074 425 0,825 


Tabelle 11. 


Die Konzentration von Zink in dem Blutplasma. 





Menge des zur Analyse 


Objekt Or _—— 
g mg mg-°/9 
ee ee 13,654 0,045 50 0,333 
a Goan Sok ee 14,821 0,056 25 0,368 
OS Bee 19,027 0,055 00 0,289 
a he ig py 6,085 0,019 50 0,320 
Kaninchen .... . 7,93 0,028 00 0,354 
Meerschweinchen . . 9,620 0,032 50 0,338 


Tabelle III. 





Verhaltnis 
: ler Zn-Konzentration in den 
Objek a 
jekt Formelementen zu det 
im Plasma 


Mensch. . . on at 2,28 
eS 6 P aS es a 2.21 
See a eee 2,68 
MSs ee ee 1,88 
Kaninchen ...... 2,29 
Meerschweinchen .. . 2.44 


Auf Grund der gewonnenen Resultate lassen sich nachstehende 
SchluBfolgerungen ziehen: 

1. Im Blute des Menschen und der héheren Tiere ist Zink in den 
Formelementen und im Plasma enthalten. 
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0.1, 0,2cem — sechwache Standard-Zinklésung gebracht, beginnend mit 
0,1 cem und auf je 0,1 bis 1 cem steigernd. Auf diese Weise ergibt sich eine 
Reihe Standardreagenzgliser mit einem Zinkgehalt von 0,001 bis 0,01 mg, 
mit Absténden von 0,001 mg zwischen den Glasern. Samtliche Reagenz 
glaser werden bis auf 10 cem Volumen mit chemisch reinem, 80- bis 90 %igen 
Alkohol nachgefiillt. Kauflicher Alkohol ist zwecks Reinigung durchaus 
zu destillieren. In ein Reagenzglas mit demselben Durchmesser wird 1 ccn 
von der durch Bearbeitung des zu untersuchenden Materials gewonnenen 
Lésung getan und das Glas ebenfalls bis auf 10cem mit Athylalkoho! 
nachgefiillt. Ferner wird in jedes Reagenzglas je 1 ccm der hergestellten 
alkoholischen Urobilinlésung und je 1 Tropfen 10- bis 15° ,iger Ammoniak- 
lésung zugesetzt (konzentriertes Ammoniak wird um das Zwei- bis Dreifache 
mit Wasser verdiinnt). Die Lésungen in den Reagenzgliasern firben sich 
rosenrot und zeigen bald schéne griine Fluoreszenz. 


Die Kolorimetrierung ist gut in einem Lichtbiindel aus einer starken 
Lichtquelle zu fiihren. Auf dem Wege des Lichtbiindels wird ein Lichtfilte: 
aus Kupfersulfatlésung aufgestellt. Die Reagenzgliser bekommen eine 
dunkle Unterlage. Zur Vergleichung der Fluoreszenz werden die Fliissig- 
keiten von oben durch ihre gesamte Dichte betrachtet. 


LaBt sich die Fluoreszenz im Reagenzglischen mit zu untersuchendem 
Material ihrer Intensitét mach der Fluoreszenz irgendeines Standard- 
reagenzglaischen nicht genau gleichstellen und befindet sie sich zwischen 
zwei Standardgliaschen, so stellt man Zwischenstandarde mit Intervallen 
von 0,00025 mg (Grenze der Reaktionsempfindlichkeit) her und findet 
das Reagenzglas auf, dem die Fluoreszenz des zu untersuchenden Materials 
der Intensitaét nach am meisten gleicht. Die Vergleichung darf man nicht 
friiher als 5 Minuten nach dem Moment der Probeherstellung beginnen und 
nicht spater als 20 Minuten danach beendigen, da die Fluoreszenz in diesem 
Zeitabschnitt maximale Intensitét und Helligkeit zeigt. Ist das Standard- 
reagenzglas aufgefunden, wo die Fluoreszenz der Intensitaét nach mit de 
im Reagenzglas mit zu untersuchendem Material iibereinstimmt, so schlieft 
man auf den Zinkgehalt im Material. 


Beispiel: Es seien zur Analyse 5,2 mg Plasma genommen, Das im 
Laufe der Materialbehandlung gewonnene Zinkchlorid ist in 5 cem Wasse: 
aufgelést. Es zeigte das hiervon entnommene Kubikzentimeter Lésung 
eine dem Reagenzglas mit 0,00325mg Zn entsprechende Fluoreszenz. 
Hieraus ermitteln wir, daB in der abgewogenen Plasmamenge im ganzen 
0,00325.5mg Zn sind. Folglich haben wir in einem Gramm Plasma 
0,00325.5,2mg Zn, was prozentual 0,00325.5 . 100/5,2 0,312 mgZn 
ergibt. 


Die Fehlergrenze der beschriebenen Methode betragt + 10°,. 


Unsere Untersuchungsergebnisse. 


Nach der Beschreibung der von uns zur Lésung der in Rede stehenden 
Frage angewandten Methodik diirfte es angebracht sein, die Ergebnisse 
unserer Untersuchungen hier darzulegen. 


Es wurde Blut von Mensch, Ochs, Hammel, Hund, Kaninchen und 
Meerschweinchen untersucht. Die Untersuchungsergebnisse sind in nach- 
stehenden Tabellen wiedergegeben. 
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2. Im Blute des Menschen und der héheren Tiere ist die Kon- 
zentration des Zinks in den Formelementen héher als im Plasma. 











3. Das Verhaltnis der Zinkkonzentration im Plasma zu der ii 
den Formelementen des Blutes beim Menschen und bei den héheren 
Tieren 14Bt sich im Mittel als 1: 2: 2,5 zum Ausdruck bringen. 
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Uber den Einflu6 oxydationshemmender Gifte auf die 
Ammoniakbildung im Saiugetier- und Vogelblut. 


Von 
Ilse Enoch. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitit.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Einige Forscher nehmen an, dais das Ammoniak im Blute aus 
einer dort enthaltenen Muttersubstanz gebildet wird. 

Welcher Art diese Muttersubstanz ist, ist noch nicht geklairt. Aus 
einer Arbeit von Bliss! geht hervor, daB sie nicht in Beziehung zum Amid- 
stickstoff des EiweiBes stehen soll. Nach Parnas und Heller? verlauft der 
ProzeB der NH,-Bildung mit abfallender Geschwindigkeit, woraus sie 
schlossen, daB sich die NH,-Muttersubstanz im Blute beim Ablauf det 
Reaktion allmahlich erschépft. Jedenfalls soll der ProzeB der NH,-Bildung 
ein rein anoxybiontischer sein, denn er verlaiuft gleichfalls unter Sauerstoff- 
ausschluB?. Es wire also méglich, daB man diese Reaktion gerade durch 
O,-Mangel begiinstigen kénnte oder jedenfalls auf diese Weise andere. 
unter O,-Verbrauch NH,-verzehrende Prozesse auszuschlieBen verméchte. 
Diese Vermutung wird bestatigt durch Arbeiten von Bornstein und Keitel* 
und Bornstein und Roese‘. 


Bornstein und Keitel fanden, daB der N H,-Gehalt des defibrinierten 
Hundeblutes, welcher relativ hoch liegt, nach ein- bis zweistiindigem 
Durchstrémen einer tiberlebenden Hundeextremitat um 10 bis 50°, 
des Anfangswertes abnimmt. Wurde die Durchblutung aber mit durch 
Natriumcyanid vergiftetem Blute, also unter Hemmung der O,-Auf- 
nahme, vorgenommen, so blieben die N H,-Werte konstant oder nahmen 
sogar zu. Ebenso fanden Bornstein und Roese bei Durchstrémungs- 
versuchen an elektrisch gereizter Hundeextremitat in den Fallen einen 
Anstieg von NH, und Milchsiaure, in denen der O,-Gehalt des venésen 


1 Bliss, Science 67, 515 bis 516, 1928. 

2 Parnas und Heller, diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 

3 Bornstein und Keitel, ebendaselbst 179, 117, 1926. 
4 Bornstein und Roese, Pfliigers Arch. 221, 405, 1929. 
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Art ae . Conschoet 
des Bates Cyannatriumvergiftung Kohlenoxyd\ erg 
’ siete leem physiologische leem 03° 9 ige Cyannatr - 7 
Zusitze NaCl-Lésung auf om Blut oh J wae i 
Zeitpunkt Pe Zs Zi Ze | 28 Zs z zs #2 HE: PE 
der NHz- - 2 | “E | *E | RE | FE ve | SE SE CE ME 
Bestimmung =| 2S 2 | 22/43 i @\se 32:38 ¢: 
ee iz jz |e") 2" = ig in ja i= ia 
0,47 | 0,60 0,56 1,64 
0,34 0,38 0,64 0,52 | 1,24 1,40 
0,35 046 0,52 1,60 1,54 0,40 0,81 1,40 1,58 1,56 
ee 0,29 0,44 0,48 0,81 1,72 0,44 0,90 1.35 1,32 1,90 
No — 0,24 0,34 | 0,43 | 1,48 1,52 0,41 0,50 1,44 148 1,52 
Nrer es, a 0,64 0,70 0.9 
Stickstoff 


0,64 | 0.64 


Blutes unter ein Minimum von 8°, herabsank. War der O,-Gehalt 
héher, so blieben NH,- und Milchséurewerte konstant. Aus einer 
spaiteren Arbeit von Bornstein und Roese* ergibt sich, daB unter O,- 
Mangel, hervorgerufen durch Abstellung der O,-Zufuhr oder durch 
Einwirkung oxydationshemmender Gifte, wie Natriumcyanid oder 
Kohlenoxyd, bei Durchbluting iiberlebender Leber oder Extremitit 
der NH,-Gehalt nicht nur konstant bleibt, sondern erheblich ansteigt. 
Es scheint demnach, daB die Anoxybiose verstirkend auf die NH,- 
Bildung einwirkt. 


Um den Einflu8 des O,-Gehalts auf die NH,-Bildung weiter zu 
klaren, schien es zweckmaBig, Versuche iiber die Einwirkung oxy- 
dationshemmender Gifte auch am isolierten Blute zu machen, und 
zwar nicht nur am Saugetierblut (Hundeblut), sondern auch an Vogel- 
blut (Ganseblut), da letzteres wegen seiner starken Sauerstoffzehrung 
gegen Sauerstoffmangel besonders empfindlich sein miiBte. Es wurden 
daher die NH,-Gehalte im vergifteten und unvergifteten isolierten 
Saugetier- und Vogelblut nach mehrstiindigem Stehen im Brutschrank 
beobachtet. 


Defibriniertes Blut wurde mit einer Lésung von Natriumcyanid in 
physiologischer Kochsalzlésung versetzt (Konzentration 0,03° ), durch 


1 Bornstein und Roese, Arch. f. exper. Pathol. 145, 277, 1929. 
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Hundeblut 
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Paraffiniiberschichtung unter Luftabschlu8 gehalten und ein Teil sofort 
untersucht, der Rest nach 2-, 4-, 24- und 48stiindigem Stehen im Brut- 
schrank. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde das Blut mit chininhaltiger 
Kochsalzlésung (Konzentration 1/,9 999) vergiftet und in einer dritten durch 
Schiitteln mit Leuchtgas zu etwa 75° gesattigt. Darauf wurde es den 
gleichen Bedingungen unterworfen. 

Gleichzeitig wurden von jedem Blut zwei Kontrollversuchsreihen 
angesetzt ; einmal wurde auch das Normalblut durchParaffiniiberschichtung 
unter LuftabschluB gehalten, das andere Mal wurde wahrend der ganzen 
Versuchsdauer sterile Luft durch das Blut geleitet. 

Das Gianseblut wurde steril verarbeitet, das Hundeblut nur in den 
Versuchen, die auf 24 Stunden ausgedehnt wurden. 

Die Versuche ergaben. daB das normale Hundeblut in den ersten 
4 Stunden keinerlei Schwankungen des NH,-Gehalts aufweist, auch nicht 
unter O,-Mangel, hervorgerufen durch Vergiftung mit Cyannatrium oder 
Kohlenoxyd. Nach 24 Stunden jedoch konnte in den Normalversuchen 
eine geringe Vermehrung beobachtet werden, durch welche gleichzeitig der 
Maximalwert der NH,-Bildung erreicht zu sein schien. Die Versuche mit 
Cyan zeigten, daB die NH,-Bildung unabhangig vom OxydationsprozeB 
war, denn auch bei Vergiftung des Blutes mit Cyan wurde der gleiche 
Endwert gefunden wie in der Norm. 

Die Ursache fiir die starke Vermehrung der NH,-Menge, welche von 
Bornstein und Roese' im mit oxydationshemmenden Giften versetzten 
Blute bei Durchstrémung itiberlebender Organe beobachtet wurde, dirfte 


1 Bornstein und Roese, Arch. f. exper. Pathol. 145, 277, 1929. 
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also nicht im Blute allein zu suchen sein, da die Dauer der Durchblutungen 
nie 4 Stunden iiberschritten hatte. 

Das Vogelblut wies ganz andere Verhiltnisse auf, wie auch nach 
seinem Verhalten in bezug auf die Glykolyse unter anoxybiontischen 
Bedingungen! zu erwarten war. Es zeigt an sich schon viel gréBer 
Neigung, NH, zu bilden und auBerdem wird die Bildung durch oxy- 
dationshemmende Gifte stark beschleunigt. Wie aus der Tabelle hervor 
geht, ergibt sich beim zweistiindigen Bebriiten des unvergifteten Blutes 
ein geringer Anstieg des NH,-Gehalts, der im Durchschnitt etwa 30° , 
des Anfangswertes betrigt. Nach Verigftung mit Natriumcyanid oder 
Kohlenoxyd wurde ein Anstieg von 100 bis 200°, durchschnittlich 
gefunden. Auch noch nach 4 Stunden bleibt die NH,-Bildung im 
Sauerstoffblut bei weitem hinter der im vergifteten Blute zuriick 
Nach 24 Stunden findet man in beiden Bluten annahernd den gleichen 
Wert, mit dem auch gleichzeitig das Maximum der tiberhaupt méglichen 
NH,-Bildung erreicht zu sein scheint, denn in den darauffolgenden 
24 Stunden tritt praktisch keine Vermehrung des N H,-Gehalts mehr auf 

Vergleicht man nun die beiden Anstiegskurven der N H,-Bildung 
im Sauerstoffblut und im vergifteten Blute, so findet man eine prinzipielle 
Ubereinstimmung. In beiden Fallen Anstieg bis zum Maximalwert. 
welcher fiir beide Blute in gleicher Hohe liegt und langere Zeit bestehen 
bleibt. Der Unterschied liegt nur in der Geschwindigkeit der Bildung. 
Im vergifteten Blute zeigt sich schon sofort nach der Vergiftung ein 
etwas héherer Wert als im Sauerstoffblut und schon nach 4 Stunden 
ist fast der Endwert erreicht, wahrend im Sauerstoffblut erst nach 
24 Stunden der maximale N H,-Gehalt gefunden wurde. 

Nach den Resultaten dieser Versuche mu8B man den oxy- 
dationshemmenden Giften Cyannatrium und Kohlenoxyd beschleuni- 
genden EinfluB auf die NH,-Bildung im Blute zuschreiben. Die Hohe 
des Endwertes ist aber von der Vergiftung unabhangig. 

DaB die NH,-Bildung beim Erreichen des gleichen Héchstwertes 
im vergifteten und unvergifteten Gainseblut und Hundeblut zum Still- 
stand kommt, kénnte als Bestatigung fiir die Annahme von Parnas 
und Heller? angesehen werden, daB die NH,-Muttersubstanz im Blute 
allmahlich aufgezehrt und dadurch das Ende der Reaktion herbei- 
gefiihrt wird. 

Die Vergiftung mit Chinin verursachte wesentlich schwachere 
Ausschlige der NH,-Werte, jedenfalls in der geringen Dosierung, dic 
hier angewandt wurde. Der NH,-Gehalt stieg nur um etwa 40 bis 65° , 
des Anfangswertes. Jedoch ist bemerkenswert, da Chinin in dieser 


1 Bornstein und Ascher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 52, 608, 1926. 
2 Parnas und Heller, diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 
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groBen Verdiinnung iiberhaupt schon einen NH,-Anstieg hervorrief, 
im Gegensatz zu der starken Konzentration von 1 g pro Kilogramm, 
mit der Bornstein und Roese! erst einen EinfluB auf die entsprechenden 
Vorgange in Leber und Extremitat erzielen konnten. 

Als Folgerung aus den oben beschriebenen Versuchen ergibt sich, 
daB im Saugetierblut, welches nur einen anoxybiontischen Stoffwechsel 
hat, die NH,-Bildung durch oxydationshemmende Gifte nicht mehr 
zu beschleunigen ist. Unter den dort herrschenden anoxybiontischen 
Bedingungen geht der ProzeB auch ohne Vergiftung schon mit maximaler 
Geschwindigkeit vor sich. Das Ganseblut verhalt sich anders. Hier 
wird durch Anoxybiose die NH,-Bildung wesentlich beschleunigt. 
Es wird aber im vergifteten und unvergifteten Blute der gleiche Endwert 
erreicht, im vergifteten Blute jedoch friiher. Danach darf man an- 
nehmen, da} nach Zusatz von Giften die NH,-Bildung aus der gleichen 
Substanz erfolgt wie ohne Einwirkung von Giften; niimlich aus der 
sogenannten N H,-Muttersubstanz. 


Zusammenfassung. 


Im Hundeblut steigt der NH,-Gehalt sowohl nach Vergiftung 
mit Kohlenoxyd oder Cyannatrium als auch bei Sauerstoffzufuhr in 
den ersten 4 Stunden nicht an, nach 24 Stunden wurde in beiden Bluten 
der gleiche geringe Anstieg beobachtet. Im Ganseblut steigt der N H,- 
Gehalt im unvergifteten Blute langsamer, im vergifteten rascher, in 
beiden Fallen aber bis zum gleichen Endwert. Die Vermehrung des 
NH,-Gehalts ist im Ganseblut bedeutend gréBer als im Hundeblut. 
Vergiftung mit Chinin erzeugt im Géanseblut auch in schwacher 
Dosierung einen geringen Anstieg des NH,-Gehalts. 


1 Bornstein und Roese, Arch. f. exper. Pathol. 145, 277, 1929. 





Histochemische Untersuchungen iiber Gerbstoffe im Blatte von 
Carpinus Betulus zu verschiedenen Zeitpunkten. 


Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus dem Institut fiir Botanik, Warenkunde und technische Mikroskopi: 
der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1929.) 


Es ist bekannt, daB eine groBe Anzahl] von Blattern Gerbstoffe 
fiihrt. Fiir Stoffwechseluntersuchungen stellten gerade Blatter recht 
dankbare Studienobjekte dar, und es ist begreiflich, daB an denselben 
zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt wurden. Es handelt sich hie: 
vorwiegend um chemisch-analytische Untersuchungen, und es ist seh 
zutreffend, wenn Czapek! bemerkt, daB genaue Untersuchungen iiber 
die Lokalisierung des Gerbstoffs in bestimmten Partien des Blattes 
noch ausstehen. 

Um diese auch heute noch bestehende Liicke einigermaBen aus- 
zufiillen, unterzogen wir uns der Aufgabe, histochemische Unter- 
suchungen iiber die értliche Verteilung der Gerbstoffe in einem be- 
stimmten Blatte anzustellen. Wir wahlten aus verschiedenen, gleich 
niher zu besprechenden Griinden die Blatter von Carpinus Betulus 
aus. Die Blatter dieses Baumes sind ein sehr giinstiges Objekt fii 
derartige Studien, da bekannt ist, daB sie reichlich Gerbstoff fiihren 
AuBerdem liegt von Alpers? eine chemisch-analytische Studie tbe: 
die Gerbstoffe der Blatter dieser Pflanze vor. Die Gerbstoffe wurden 
durch Extraktion gewonnen, und es konnte festgestellt werden, dai 
zu allen Zeiten der Entwicklung, ob nun im Frihjahr oder Herbst 
stets nachweisbare Mengen an Gerbstoffen vorhanden sind. Uber die 
Verteilung der Gerbstoffe im lebenden Blatte geben diese Unter 
suchungen aber keinerlei Aufschlu8, und es ist daher berechtigt, diese 
Liicke auszufiillen. 


1 F. Czapek, Biochem. d. Pflanzen 8, 1925. 
2 K. Alpers, Arch. d. Pharm. 244, 575, 1906. 
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Unsere Untersuchungen erstreckten sich iiber eine Vegetations- 
periode; sie setzten im Friihjahr zu Beginn der Knospenentwicklung 
ein und dauerten bis in den Herbst hinein. Vor allem wollten wir 
studieren, ob die Gerbstoffe tatsaichlich, wie oft angefiihrt ist, auf eine 
bestimmte Schicht des Blattes beschrankt sind, oder ob sie in mehreren 
Partien zu finden sind. Weiterhin interessiert es dann noch, ob die 
Gerbstoffe zu allen Zeiten in den gleichen Partien zu finden sind. 


Um Einblick in das innere Getriebe des Blattes zu bekommen. 
stellten wir uns mit dem Rasiermesser diinne Querschnitte durch 
dasselbe her. Der histochemische Nachweis der Gerbstoffe, um den 
es sich hier handelte, kann in verschiedener Weise erbracht werden. 
Wir wahlten von den verschiedenen Reaktionen, die in der Histochemie 
von Klein! angefiihrt sind, nachstehend angefiihrte aus. Die Reaktionen 
wurden immer parallel ausgefiihrt, und auf ihrem Ausfall und Studium 
beruhen unsere Versuchsergebnisse. 


Reaktionen zum Nachweis des Gerbstoffs in der Zelle. 

1. 1- bis 5° iges Ferrisulfat in wasseriger Lésung gibt mit Gerbstoffen 
violette oder blaue Farbung. 

2. Konzentrierte Lésungen von Kaliumbichromat mit einem Tropfen 
konzentrierter Essigsiure angeséiuert ergeben braune Ausflockungen. 

3. 1%ige Lésungen von Coffein und Antipyrin geben graue Nieder- 
schlage. 

Wir wollen nun zusammenhangend und nach der Zeit geordnet 
iiber unsere Ergebnisse berichten. Zu erwihnen ist, dai wir stets 
Material von ein und demselben Baume hatten. 

Versuch 1. Ausgefiihrt am 9. Mai. Die obere Epidermis ist ganz frei 
von Gerbstoffen. Palisadenzellen und auch Schwammparenchym fiihren 
reichlich Gerbstoffe. Im Vergleich zu diesen Partien ist in der unteren 
Epidermis wenig Gerbstoff vorhanden. AuBerdem ist noch etwas recht 
Bemerkenswertes zu erwahnen. Es ist keineswegs der Fall, daB bei einem 
Schnitt eine Zellage durchlaufend Gerbstoffreaktion gibt, sondern es ist 
haufig zu beobachten, daB in einem Stiick des gleichen Querschnitts ein 
Stiick die Palisaden eine starke Reaktion geben, und im weiteren Verlaut 
ist die Reaktion in der unteren Epidermis sehr stark. Es kommt dann oft 
vor, daB dieses Stiick der Palisadenzellen véllig frei von Gerbstoff ist. 

Der erste Versuch, der selbstverstandlich an einigen Blattern 
ausgefiihrt wurde, zeigt bereits, daB der Gerbstoff in diesem Blatte 
keineswegs nur in der Epidermis, wie haufig angenommen wird, zu 
finden ist. Andererseits sehen wir auch noch, da’ keine strenge 
Lokalisierung vorhanden ist. Gewoéhnlich ist es so, daB, wenn die 
untere Epidermis Gerbstoffe fiihrt, die darauffolgenden Partien frei sind. 


1 G. Klein, Prakt. d. Histochem. 1929. 
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Weiterhin méchten wir noch eine Beobachtung anfiihren. De 


gleichmaBige Aufbau, den der Querschnitt durch das Hainbuchenblatt cil 
insofern aufweist, als auf die obere Epidermis die Palisadenzellen allen 
und das Schwammparenchym folgen, die dann durch die untere Betui 
Epidermis abgeschlossen werden, ist gelegentlich unterbrochen. Es kénn 


kommen im Querschnitt kurze Partien vor, die aus gleichmaBigen Zellen 


aufgebaut sind; sie scheinen etwas vorgewélbt zu sein und dienen \ 
ersi 


wahrscheinlich sekretorischen Zwecken. Die nebenstehende Abbildung ; 
; ? : ; — é ‘ zelgte 
zeigt uns das Bild dieser Partie. Dieses ganze Stiick gibt eine sehr a 
. - wird, 
starke Reaktion auf Gerbstoffe, deren Ausma$ das der anderen Partien Schvs 
4 5. 1 


iibertrifft. Vor allem der mittlere Teil ist sehr reich an Gerbstoffen. mgr 
. . - . . ° aas 
DaB sekretorische Organe oft reich an Gerbstoffen sind, finden wir 


; . Fern 
auch bei Czapek erwahnt. 
unter 
Versuch 2 wurde am 9. Mai ausgefiihrt. Das Material in dem Versuch | dann 
war am Abend eines Tages gepfliickt worden, der sich durch starke Be- . 
. a : : finde: 
deckung und Mangel an Sonne auszeichnete. Die Blatter, die zum Versuch 2 
benutzt wurden, ernteten wir an dem Abend eines Tages, der durch intensive ] 
Besonnung ausgezeichnet war. Auf die Witterungsverhaltnisse mu8B Riick- es sic 
sicht genommen werden, da sich wiederholt Angaben finden (siehe Czapek), tatsii 
daB der Witterung beziiglich der quantitativen Ausbildung der Gerbstoffe x : 
Bedeutung zukommt. Die Verteilung der Gerbstoffe entspricht wiede mit d 


dem Bilde, das sich in Versuch 1 ergeben hatte. Die Palisadenzellen ergeben scheir 


ee eine etwas stairkere Reaktion wie friiher, aber deswegen ist im Schwamm- — Pai 
; parenchym nicht weniger Gerbstoff nachweisbar als vorher. ward 
Versuch 3. Ausgefiihrt am 11. Mai. Dieser Tag, wie auch schon de! der K 
vorhergehende, war durch schweres Regenwetter ausgezeichnet. Es ergeben Gerbs 
wieder alle vorhin erwahnten Schichten eine Reaktion auf Gerbstoffe. Hie: 
gibt auch die Epidermis der Oberseite eine schwach positive Reaktion. trocke 
konnt 


74 ; _ , 
Unsere Versuche zeigen demnach, daS im Gegensatz zu den neueren F 4, y 
Erfahrungen, die bei Czapek niedergelegt sind, an Sonnentagen oder 


3 besser gesagt nach Ablauf von Sonnentagen nicht mehr Gerbstoff t 
‘ in den Zellen anzutreffen ist als nach Regentagen. a B 
: ' er menge 
| Versuch 4 wurde am 24. Juni ausgefiihrt. Die obere Epidermis gibt 
: ' : . ; = ; att or hande 
| keine Reaktion, die untere eine schwache. Deutliche Reaktionen sind im Kei 
Schwammparenchym und in den Palisadenzellen zu verzeichnen. ee 
. ” ; = ; ‘ re e 
; Versuch 5 wurde am 25. Juni ausgefiihrt und zeigt wieder ein ahnliche= sora 
4 Bild wie die fritheren Versuche. Abba 
Versuch 6 fiihrten wir am 19. September aus. Palisaden und Schwamm.- D 


parenchym geben eine deutliche Reaktion. Die untere Epidermis gibt nur | durch 
Hy eine schwache und endlich die obere iiberhaupt keine Reaktion. Die Stellen. eidell 
die eine Unterbrechung im normalen Bau des Querschnitts des Blattes 

zeigen und auf die wir vorhin schon hingewiesen haben, sind zu diesem der G 
Zeitpunkt kaum mehr von Gerbstoffen erfiillt. Die Reaktion an diesen den Z 


Punkten ist sehr schwach. méglic 

Versuch 7 wurde endlich am 12. Oktober ausgefiihrt. Es wurde dasselbe 
Ergebnis gewonnen wie im Versuch 6. 1 j 
Bioecl 
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Im folgenden wollen wir unsere Ergebnisse noch kritisch beleuchten. 
In Ubereinstimmung mit Alpers konnten wir beobachten, daB zu 
allen Zeitpunkten der Vegetationsperiode in den Blattern von Carpinus 
Betulus Gerbstoffe enthalten sind, die histochemisch lokalisiert werden 
kénnen. 


Es gelang auch unschwer unter Zuhilfenahme histochemischer 
Versuchsmethodik diese Gerbstoffe in der Zelle zu lokalisieren. Es 
zeigte sich dann, daB der Gerbstoff keineswegs, wie haufig angenommen 
wird, nur in dem Gewebe der Oberhaut lokalisiert ist. Sowohl in dem 
Schwammparenchym wie in dem Palisadengewebe, die zusammen 
das Assimilationsparenchym bilden, konnte Gerbstoff lokalisiert werden. 
Ferner zeigt sich, daB der Gerbstoff eine Art Wanderung in dem Blatte 
unternimmt, dort, wo er nicht in der Epidermis ist, befindet- er sich 
dann in einer oder der anderen Partie des Assimilationsgewebes. Nie 
findet er sich gleichmaBig in allen Partien, die uns der Querschnitt zeigt. 


Diese Verteilung der Gerbstoffe in dem Blatte spricht dafiir, da8 
es sich um eine Wanderung dieser Stoffe handelt. Vielleicht besteht 
tatsichlich, wie manchmal angenommen wurde, ein Zusammenhang 
mit den Assimilationsvorgingen. Diese Annahme ist vielleicht wahr- 
scheinlicher, als daB es sich um Abfallstoffe des Zellstoffwechsels handelt. 
Daf die Gerbstoffe eine gewisse Wanderung durchmachen kénnen, 
wurde auch an anderen Objekten beobachtet. Huber! zeigte, daB bei 
der Keimung der Friichte von Quercus ballota aus den Kotyledonen 
Gerbstoff zu dem Keimling auswandert. An Schnitten, die wir durch 
trockene und vorgekeimte Friichte von Quercus pedunculata legten, 
konnten wir sehen, daB zu Beginn der Keimung der Gerbstoffgehalt 
der Zellen des Keimlings stark ansteigt. 


Im Zusammenhang mit ihren Untersuchungen an Eichenfriichten 
hat Huber auch die Frage angeschnitten, ob es sich bei der -groBen 
Menge von Gerbstoffen in den Friichten der Eichen um Reservestoffe 
handelt oder nicht. Quantitative Bestimmungen wahrend der ersten 
Keimungsstadien lassen noch kein deutliches Schwinden der Gerbstoffe 
erkennen. Es ware aber immerhin noch méglich, daB erst spater der 
Abbau dieser Stoffe einsetzt. 


Die Querschnitte durch die Blatter von Carpinus Betulus lassen 
durch das eigene Bild, das die Gerbstoffreaktion erkennen laBt, ent- 
schieden den Gedanken aufkommen, daB es sich um eine Abwanderung 
der Gerbstoffe handelt. Diese Abwanderung kann, mu8 aber nicht 
den Zweck haben, diese Stoffe zu speichern. Natiirlich ist es auch 
méglich, daB sie durch diese Abwanderung beseitigt werden sollen. 


1 H. Huber, Jahrb. f. wissenschaft]. Bot. 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 216. 
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Zum SchluB der Abhandlung méchte ich noch einige kurze Unte: 
suchungen an anderen Blattern anfiihren. Diese Untersuchungen 
wurden im Mai und Juni ausgefiihrt. 

Betula caprea. Die Blatter dieses Baumes zeigen dieselbe An. 
ordnung und Verteilung der Gerbstoffe wie bei Carpinus betulus. Fs 
finden sich hier wieder dieselben Unterbrechungen des normalen Blatt. 
baues, und auch hier sind wieder besonders intensive Gerbstoffreaktionen 
zu verzeichnen. Quercus pedunculata. Hier zeigt sich wieder dassell 
Bild wie bei Carpinus. Alte, iiberwinterte Eichenblatter ergeben tibe: 
haupt keine Reaktion mehr. 


Zusammenfassung. 


In den Blattern von Carpinus Betulus ist wahrend der ganzen 
Vegetationsperiode eine deutlich nachweisbare Menge von Gerb- 
stoffen vorhanden. Die Gerbstoffe sind sowohl in der Epidermis als in 
dem Assimilationsparenchym zu finden. 
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Uber den Kohlenhydratabbau durch Bacterium coli. 
Die Isolierung von Methyliglyoxal. 


Von 
Claude Fromageot, Paris. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut ‘fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1929.) 


Die Kenntnis der Spaltungsprodukte, die das Bacterium coli aus 
Zucker erzeugt, gehért zu den Aaltesten Ergebnissen der Bakterio- 
chemie. Schon friihzeitig war festgestellt worden, dab gasfirmige, 
fliichtige und fixe Bestandteile bei der Zersetzung von Zucker durch 
B. coli auftreten. Wasserstoff, Kohlendioxyd, Athylalkohol, Essigsaure, 
Milchséure, Ameisensdure sowie Bernsteinsdure sind die regelmaBigen 
Produkte des Zerfalls. Die quantitativen Beziehungen zwischen den 
genannten Substanzen hat 1901 A. Harden’ in einer eingehenden Unter- 
suchung festgestellt ; er hat gleichzeitig versucht, die Art der Zersetzung 
durch folgendes Schema zu _beleuchten: 


CH, OH 
CH.OH CH,.0H = = CH, .CH,OH + CO, +H, 
CH.OH CH.OH ; 
CH.OH CH.OH — 2CH,.CHOH.COOH 
éHOH CH.OH 
CHO CHOH 

, 


CHO+H,0 = CH,.COOH+CO,+ Hy. 


Im Jahre 1902 hat O. Emmerling? angegeben, daB diese Formulierung 
Hardens nur einen Idealfall darstelle und daB vielfach die quantitativen 
Verhaltnisse der erwahnten Stoffe zueinander von der oben angefiihrten 
Formulierung sehr abweichen. Das ist erklarlich, wenn man bedenkt, 


1 A. Harden, Journ. of chem. Soc. 79, 610, 1901. 
2 0. Emmerling, Die Zersetzung stickstofffreier organischer Substanzen 
der Bakterien, 8.45. Braunschweig, Verlag von Friedr. Vieweg & Sohn, 


1902. 
30* 
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daB zahlreiche Varietiiten des B. coli vorkommen. Uber Schwankungen 
in den Leistungen von diversen Kolibakterien orientieren auch die 
Mitteilungen von H. Pottevin!, ferner die von W.C.deGraaff und 
A.J. Le Févre® sowie von M. A. Scheffer*, der unter Kluyvers Fiihrung 
eine sorgfaltige Untersuchung iiber dieses Gebiet veréffentlicht hat 
Der Letztgenannte betont nachdriicklich (1. c., 8. 46/47), daB an dem 
simultanen Auftreten eines Gemisches von vier verschiedenen organischen 
Sauren neben CO, und H, kein Zweifel obwalten kann, und er widerlegt 
anderslautende Behauptungen an Hand eines neuen umfangreichen 
experimenten Materials. DeGraaff und Le Févre zeigten (l.c.), dai 
auch Glycerin, Dioxyaceton, Glycerinaldehyd sowie Glycerinsdéure von 
Colibazillen umgewandelt werden. Dazu kommen noch Milchsaure und 
Bernsteinsaéure (s. 8. 470). 


An die Stelle jenes Schemas aus einem sehr friihen Stadium der 
Forschung, die noch nichts von Zwischenstufen des Zuckerzerfalls 
wuSte, konnte spiter auf Grund der bei der alkoholischen Zucker. 
spaltung erzielten Ergebnisse eine andere Deutung gesetzt werden? 
Wie man die Zuckerspaltung durch das B. coli als eine sogenannte 
gemischte Garung bezeichnet, so kann man zunichst annehmen, dal} 
die Milchsiure genau ebenso entsteht, wie bei der Zerlegung des Zuckers 
durch die wahren Milchsiurebakterien5, d.h. aus Methylglyoxal. Der 
Zuckerzerfall schreitet also bis zur Stufe des Methylglyoxals fort 
und die Anhaéufung der Milchsaure ist auch beim B. coli der Effekt der 
in so vielen Zellen uns vor Augen tretenden Stabilisierung des Keton- 
aldehyds. Nachdem es gelungen war (C. Newberg und F. F. Nord, 1. c.) 
willkiirlich die Stufe des Acetaldehyds bei der Vergirung von Zucker 
durch normale Colistamme festzuhalten, 148t sich andererseits die 
Erzeugung von Kohlensaure, Essigsiure und Weingeist neben Wasser- 
stoff in Parallele setzen zu den Vorgiingen bei der dritten Vergarungs- 
form der Hefe. Dabei waltet der Unterschied, daB der frei werdende 
,, Garungswasserstoff‘‘ normaliter keinen internen Akzeptor findet 
sondern in molekularem Zustande entweicht, wahrend er bei der durch 


1 H. Pottevin, Ann. de l’Inst. Pasteur 19, 426, 1905. 

2 W.C.de Graaff und A. J. Le Févre, diese Zeitschr. 155, 313, 1925. 

3 M.A. Scheffer, Dissertation Delft 1928. 

4 Vgl. u.a. C. Newberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 139, 1919; 
C. Neuberg, Zusammenhang d. Gaérungserscheinungen in der Natur, Festschr. 
d. Kaiser Wilhelm-Ges. Verlag von J. Springer, Berlin, 1921, 8S. 162; 
C. Neuberg und B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 285, 1921; A. J. Kluyver 
und H.J.L. Donker, Chem. Centralbl. 1925, I, 1617; C. Neuberg, ,,Garung* 
im Ber. iiber die 11. Tagung der deutsch. Vereinigung f. Mikrobiologie. 
Frankfurt a. M. 1925. 

5 OC. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 166, 482, 1925; C. Neuberg 
und E£. Simon, ebendaselbst 186, 331, 1927. 
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Methylglyoxal beim Kohlenhydratabbau durch B. coli. 469 


Hefe hervorgerufenen dritten Vergarungsform bekanntlich zur reduktiven 
Erzeugung von Glycerin dient. In Gegenwart von reichlich Bicarbonat 
wird aber auch von den Colibakterien bemerkenswerterweise Glycerin 
(und in gesteigertem Mae Essigsiure) geliefert!. Der Bildungsmodus 
von Bernsteinséiure und Ameisensaure ist bis heute noch nicht geklart. 
Bis auf wenige Fille ist ja die saccharogene Entstehung der Bernstein- 
siure Gegenstand der Hypothese geblieben®. Sicher ist, daB nach 
einer grundlegenden Entdeckung von W.C.C. Pakes und W. H. 
Jollyman*® Formiate durch Colibakterien zu Bicarbonaten und Wasser- 
stoff gespalten werden kénnen; diese Erkenntnis hat spiter 2. C 
Grey* durch eingehende Untersuchungen vertieft. Eine Herleitung 
der Ameisensaure ist aus Brenztraubensiure als Intermediairprodukt 
des Zuckerzerfalls méglich®; denn diese a-Ketosiure kann nach den 
Beobachtungen von C. Neuberg® durch Bakterien in Essigsiure und 
Ameisensiure zerlegt werden (CH,.CO.COOH + H,O = CH,.COOH 
+ H.COOH). 

Sieht man von der Entstehung der Bernsteinsiiure neben der 
Ameisensaure ab, so la8t sich der Verlauf der Coli-giirung, wie schon an- 
gedeutet, durchaus erklaren. L. Karczag und L. Méczar?, G. Wagner® und 
E. Aubel® haben namlich beobachtet, daB Coli-bakterien Brenztrauben- 
sdure anzugreifen imstande sind. W.C.de Graaff und A.J. Le Févre (1. c.) 
haben gezeigt, daB diese Mikrocben Carboxylase enthalten und infolge- 
dessen aus Brenztraubenséure Kohlendioxyd und Acetaldehyd hervor- 
bringen. C. Newberg und F. Windisch” haben gefunden, da Mutase 
in den Colibakterien tatig ist und daB diese demgema8 zugefiigten 
Acetaldehyd im Sinne der Dismutationsgleichung glatt zy: Athylalkohol 
und Essigsiure dismutieren. Ferner ist von C. Newberg und G. Gorr™ 


1 O. Fernéndez und A.Garmendia, Chem. Centralbl. 1924, I, 1813. 
2 Die Befunde von A. Fitz (B. 11, 51 und 1893, 1878; 12, 474, 1879), 
P.F. Frankland und W. Frew (Chem. Centralbl. 1891, I, 527), EZ. C. Grey 
(Proc. Roy. Soc. 96, 156, 1924) sowie von W. C. de Graaff und A. J. Le Févre 
(1. c.) sprechen dafiir, daB eine Synthese in Frage kommt, da Bernsteinsiure 
aus glycerinsauren Salzen sowie aus Lactaten erhalten wurde. Vgl. auch 
W.S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302, 1929. 
8 W.C.C. Pakes und W. H. Jollyman, Chem. Centralbl. 1901, I, 674 
und 790. 
4 E.C.Grey, ebendaselbst 1914, II, 576; 1920, III, 640. 
5 EF. Aubel und J. Salabartan, C. r. 180, 1185, 1925. 
® C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90, 1914. 
7 L. Karezag und L. Méczér, ebendaselbst 55, 79, 1913. 
8 G. Wagner, Centralbl. f. Bakt. 71 [1], 33, 1913. 
® R. Cambier und E. Aubel, C. r. 175, 71, 1922; Ber. iiber d. ges. Physiol. 
200, 1924. 
10 C. Neuberg und F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 474, 1925. 
11 C. Neuberg und G.Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925. 
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dargetan, da Methylglyoxal quantitativ von Colibakterien in Milch- 
saure tibergefiihrt wird. Durch diese Feststellung, die A.J. Virtanen 
und H. Karstrém* fiir verschiedene Staimme dieses Bacillus bestitigt 
haben, war die Rolle des Ketonaldehyds der 3-Kohlenstoffreihe im 
Stoffwechsel der Mikrobe bereits experimentell belegt. 


Die Agenzien, die der Verwirklichung der Dismutation (Cannizzaro- 
schen Reaktion) dienen, sind, wie man sieht, in B. coli besonders leicht 
aufzufinden, und in dem Erreger sind auch die iibrigen Enzyme nach- 
gewiesen, welche die erwihnten Endprodukte der normalen Vergirung 
produzieren. Hinzugefiigt sei, daB von EH. Aubel und J. Salabartan® 
einerseits, von J. H. Quastel und M. Stephenson und M. D. Whetham® 
andererseits Brenztraubensiure als Stoffwechselprodukt des B. coli 
beobachtet worden ist, nicht als regelmaBiges Zerfallsprodukt des 
Zuckers, sondern 6fter als ein Umwandlungsprodukt der Milchsaure + 
und sogar der Bernsteinsaéure, aus denen Pyruvinat auf oxydativem 
Wege entsteht. Die franzésischen Forscher nehmen sowohl einen direkten 
endothermen Zerfall des Zuckers in 2 Mol Brenztraubensaure und 2 Mol 
Wasserstoff als eine exotherme Spaltung in 2 Mol Milchsiure an. Ob die 
Differenzierung der Abbauwege jedoch schon auf der Stufe der Hexose 
erfolgt, oder erst am Methylglyoxal einsetzt, war nicht festgestellt. 
Da heute in allen Zellen die Ketonaldehydmutase nachgewiesen ist, 
die Methylglyoxal auf oxydoreduktivem Wege direkt und mit erstaun- 
licher Leichtigkeit in Milchsaure tiberfiihrt, und da eine solche Fahigkeit 
speziell auch fiir das B. coli auBer jeden Zweifel gestellt ist (s. 8. 470 
und 471), so war eine Untersuchung dariiber lohnend, ob man Methyl- 
glyoxal als primires Produkt der Spaltung von Zucker durch B. coli zu 
isolieren vermag. Der positive Befund beweist, sofern die Ausbeute tiber 
50°, der Theorie herausgeht, daB der Ketonaldehyd und damit die 
Milchsaure unmittelbare Produkte der Glykolyse darstellen und Milch- 
saure keineswegs durch Reduktion der Brenztraubensaure zu entstehen 
braucht. 


Aus den im folgenden mitgeteilten experimentellen Belegen geht 
hervor, da8 die Uberfiihrung von Zucker in Methylglyoxal durch die 
Glykolase des B. coli ganz besonders glatt und mit dem hohen Ertrage 
von fast 90°, gelingt. Zu diesem Resultat bin ich mit Hexose-di- 


1 4A. J. Virtanen und H. Karstrém, H. 155. 256, 1926; vgl. hierzu auch 
G. Gorr und G. Perlmann, diese Zeitschr. 174, 433, 1926. 

2 BE. Aubel und J. Salabartan, 1. c.; C. r. 180, 1784, 1925; EB. Aubel, 
C. vr. 181, 571, 1925; Chem. Centralbl. 1927, LI, 2684. 

3 J. H. Quastel, M. Stephenson und M.D. Whetham, Biochem. Journ. 
19, 304 und 520, 1925; J. H. Quastel, ebendaselbst 19, 641, 1925. 

4 Vergleiche hierzu P. Mazé und M. Ruot, C. r. Soc. biol. 79, 706, 
1916. 
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phosphat? als dem durch die Beladung mit Phosphorsaure-ester auf- 
gelockerten? biologischen Substrat durch Nutzanwendung der Prinzi- 
pien gelangt, nach denen C’.. Newberg und M. Kobel wahrend der letzten 
zwei Jahre das Methylglyoxal als universelles Spaltungsprodukt des 
Zuckers sichergestellt haben. 

Da der Weg vom Methylglyoxal einmal zur Milchsiure und ferner 
zur Brenztraubensaure (sowie gleichzeitig zum Wasserstoff) und da 
weiterhin der Weg von der Brenztraubensaure tiber den Acetaldehyd 
zu Athylalkohol, Essigsiure und Kohlendioxyd klar zutage liegt, so 
sind damit die Erscheinungen der Coli-garung in wesentlichen Punkten 
aufgehellt. Namentlich ist jetzt das Methylglyoxal auch hier als das 
im Zentrum der Vorgiange stehende Zwischenprodukt einwandfrei 
gekennzeichnet. 

Dieser Nachweis erscheint um so beachtenswerter, als die sekun- 
diren Umwandlungen, die das B. coli vollbringt, auSerordentlich 
mannigfaltig sind. AuBer auf die erwahnten Angaben sei auf die Be- 
funde von R. P. Cook und M. Stephenson® verwiesen, nach denen eine 
Oxydation der Géarungserzeugnisse Lactat, Pyruvinat, Acetat und 
Formiat erfolgen kann. Die biochemische Leistung kann von Stamm 
zu Stamm, ja selbst von Keim zu Keim schwanken‘ (B. coli mutabile). 

Zur Priifung auf 

Vorkommen und Verhalten der Glykolase in den Colibakterien 


habe ich drei verschiedene Bakterien-zubereitungen untersucht : Alkohol- 
Ather-bakterien, Aceton-bakterien und ein Mazerat frischer Bakterien. 
Durch die Vorbehandlungen wird offenbar das Coferment alteriert, 
das jetzt in den Bakterien nachgewiesen ist, nachdem die Autoren 
friher MiBerfolge zu verzeichnen hatten§. 

Zur Gewinnung des Alkohol-Ather-Trocken-préiparats wurde ein 
durch Massenziichtung frisch geerntetes Bakteriumquantum, das etwa 
5g Trockensubstanz entsprach, in einem Porzellanmérser 5 Minuten 
lang mit einem Gemisch von 300 ccm absolutem Alkohol und 100 ecm 
wasserfreiem Ather verrieben. Sodann wurde abgesaugt, mit Ather 
nachgewaschen und im Exsikkator vollkommen getrocknet. 


1 Letzteres ist ein Derivat der d-Fructose. Verwiesen sei auf die Ab- 
handlung von F. Lieben und G. Ehrlich (diese Zeitschr. 216, 4, 1929), in 
der die besonders gute Vergarbarkeit des Fruchtzuckers durch B. coli 
beschrieben ist. 

2 C. Neuberg, Die ,,Garungsvorginge‘, Jena 1918, 8. 13; C. Neuberg in 
Oppenheimers Handb. d. Biochemie IT, 458, 1924; Ann. de la Brass. et 
Distell. 27, 65, 1928. 

3 R. P. Cook und M. Stephenson, Biochem. Journ. 22, 1368, 1928. 

* H. Braun und C.E.Cahn-Bronner, diese Zeitschr. 1%1, 226 und 
272, 1922; vgl. auch F. Verzdér und A. Zih, ebendaselbst 151, 254, 1924. 

5 A. J. Virtanen und P. E. Simola, H. 168, 290, 1927. 
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Das Aceton-praéparat wurde in der Weise erhalten, daB eine gleiche 
Menge frischer Bakterien in 125cem Aceton eingetragen und damit 
15 Minuten lang verrieben wurde; nach dem Absaugen wurde eine 
zweite Behandlung mit 100 ccm Aceton (10 Minuten) vorgenommen 
und die wieder abgesaugte Masse schlieBlich mit 100 ccm absolutem 
Ather 10 Minuten lang verriihrt. Nach dem Absaugen und Waschen 
mit Ather wurde iiber P,O,, CaCl, sowie Paraffin im Exsikkator ge 
trocknet und festgestellt, daB keine Spur Aceton dem weiSen Pulve: 
mehr anhaftete. 

Zur Erzielung eines Mazerats wurde eine etwa ebenso groBe Menge 
frischer Bakterien in 100 ccm Wasser suspendiert, mit 5cem Toluo! 
versetzt und 2 Tage im Thermostaten bei 37° aufbewahrt; dann wurde 
zentrifugiert. Der feste Mazerationsriickstand wurde fiir sich in 100 cem 
Wasser aufgeschlammt. Mazerationssaft wie Riickstand dienten so- 
dann zu gesonderten Versuchen. 

Zur Ausfiihrung von Serienversuchen wurden sowohl von dem 
Alkohol-Ather- als von dem Aceton-praparat fiir je 30ccm 4 °ige 
Magnesium-hexose-di-phosphat-lisung 0,05 bis 1 g der Trockenpraparate 
verwendet. In allen diesen Versuchen bildete sich Methylglyoxal, jedoch 
sank die Menge des isolierbaren Ketonaldehyds mit steigenden Bakterien- 
mengen. 

In Vergleichsversuchen, bei denen die selben Quantititen der 
Bakterienpraparate mit verdiinnter Methylglyoxal-lésung zusammen- 
gebracht wurden, zeigte sich mit wachsenden Fermentmengen eine 
Abnahme des zugefiigten Methylglyoxals. Der Mazerationssaft, von dem 
wechselnde Mengen mit konzentrierter Mg-Salzlésung gemischt wurden, 
wies ein geringeres Methylglyoxal-bildungsvermégen auf als der Riick- 
stand der mazerierten Bakterien, der in der gleichen Art wie die 
Bakterien-Trocken-praparate mit dem Substrat zur Reaktion gelangte. 

Zur Aufstellung einer Bilanz der glykolytischen Kohlenhydrat- 
spaltung durch das Bacteriwm coli wurde ein Alkohol-Ather-praparat 
des Erregers benutzt, und ich beschreibe nur die damit erzielten 
Resultate. 

Versuchsanordnung. 

2 1 Liter 4%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 

3g Alkohol-Ather-Trocken-bakterien, 
20cem Toluol. 

2. 200ccm Wasser, 

0,62 Bakterien, 
4cem Toluol. 
3. 200ccm 0,05%ige Methylglyoxal-lésung, 
0,5 g Bakterien, 
4ccm Toluol. 

4. 200cem 0,05%ige Methylglyoxal-lésung, 

4ceem Toluol. 
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Nach 24stiindiger Digestion bei 37° schritt ich zur Aufarbeitung 
der Versuche. Die entstandenen Produkte wurden nach der letzten 
von C. Newberg und M. Kobel! angegebenen Methodik analytisch be- 
stimmt. Die Untersuchung der benutzten Hexose-di-phosphat-lésung 
ergab, daB in diesem Falle je 100cem der Magnesiumsalz-lésung 
528,4 mg Di-phosphat-Phosphor und 25,3 mg Mono-phosphat-Phosphor 
enthielten. Der organische Phosphor in der verwandten Lésung betrug 
also insgesamt 553,7 mg P. Die Ermittelungen in aliquoten Teilen der 
Versuchsgemische 1 und 2 ergaben, daB aus den Hexose-phosphaten 
wahrend der Versuchsdauer von 24 Stunden 52,84 mg P = 9,5°, des 
gesamten Phosphors abgespalten worden waren. Wie friiher bereits 
beschrieben ist, wurde auch hier ein aliquoter Teil der Ansiatze 1 und 2 — 
nach Abtrennung der Bakterienmasse durch Zentrifugieren —- mit 
Alkohol gefillt und das aus Ansatz 1 erhaltene Phosphat-gemisch wie 
auch das alkoholische Filtrat, in dem freier Zucker zugegen war, 
analysiert. Ansatz 2 gab nur eine ganz minimale Fallung. Die Ermittlung 
der Phosphat-verteilung im Niederschlag von Versuch | lehrte, da’ 
am SchluB des Versuchs pro 100ccem Versuchsgemisch noch 5,8 mg 
Mono-phosphat-phosphor vorhanden waren. Die pro 100 ccm ab- 
gespaltene Phosphormenge (52,84mg P) war also teilweise durch 
Hydrolyse des Mono-phosphats und teilweise durch Hydrolyse des 
Di-phosphats entstanden. Da der Mono-phosphat-Phosphor von 25,3 
auf 5,8 mg P pro 100 cem wahrend der Versuchsdauer gefallen war, so 
betrug die aus dem Mono-phosphat stammende Phosphormenge 
25,3 —5,8 = 19,5mg P. Durch Subtraktion dieser Phosphormenge 
von dem insgesamt abgespaltenen erhalt man den durch Spaltung des 
Hexose-di-phosphats gebildeten P zu 52,84 — 19,5 = 33,34 mg_ pro 
100 cem. Die 19,5 mg P, die bei Spaltung von Mono-ester gebildet 
waren, entsprechen 113,1 mg Zucker, und die 33,34 mg P, die durch 
Zerlegung aus Di-phosphat entstanden waren, entsprechen. 96,8 mg 
Zucker. 209,9mg Zucker kénnten somit insgesamt durch De-phos- 
phorylierung primar frei werden. Die Untersuchung des alkoholischen 
Filtrats durch Bestimmung der Reduktionskraft und der Polarisation 
ergab, daB pro 100 cem Versuchsgemisch am Ende des Versuchs 135 mg 
Zucker von der spezifischen Drehung + 47,0° vorhanden waren?. 
Zieht man diese Menge von dem insgesamt abgespaltenen Zucker ab, 
so ergibt sich fiir die Entstehung des Methylglyoxals verfiigbare Menge 
zu 209,9 —- 135,0 = 74,9mg Zucker pro 100 ccm. 

Zur Isolierung des Methylglyoxals wurden 775 cem von Ansatz | 
mit 77,5 ccm 10°, iger Trichloressigsiure versetzt, filtriert und 715 cem 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 207, 232, 1929. 
2? Die Drehung stimmte bemerkenswerterweise fast ganz mit der von 
d-Glucose iiberein. 
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des klaren Filtrats, entsprechend 650 ccm Versuchsgemisch, mit eine: 
Lésung von 3 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 180 cem 2 n Salzsaure 
versetzt. Der sofort ausfallende orangefarbene Niederschlag ballte 
sich schnell zusammen und wurde nach 2 Stunden durch Zentrifugieren 
abgetrennt. Er wurde in tiblicher Weise mit sehr verdiinnter Salzsaure. 
Wasser sowie Alkohol gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Aus- 
beute 1,85 g Methylglvoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon. Dem ent- 
sprechen pro 100 ccm Ansatz-lésung 59,4mg Methylglyoxal-hydrat. 

Durch Fallung des in den Vergleichsversuchen 3 und 4 am Schluf 
noch vorhandenen Methylglyoxals mit p-Nitro-phenylhydrazin-acetat 
ergab sich, daB pro 100 ccm Versuchsgemisch 7,8 mg Methylglyoxal- 
hydrat der Dismutation anheimgefallen waren. Die Menge des ins- 
gesamt gebildeten Methylglyoxal-hydrats betrug also pro 100 cem 
59,4 + 7,8 = 67,2mg CH,.CO.CHO+ H,O. Die Ausbeute belief 
sich demnach auf 67200: 749 = 89,72°, der Theorie. 

Nach Umbkristallisation des isolierten Bishydrazons, erst aus 
Pyridin, dann aus Nitrobenzol, schmolz die Substanz bei 297°. Die 
folgenden analytischen Daten zeigen die Reinheit an: 

4,576 mg Substanz gaben 7,005 mg CO, und 1,151 mg H,O. 

2,242 ,, % » 0,502 cem N, (750 mm, 20°, 50% KOH). 

CsH,2N,O,. Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 

gef.: C = 41,76%, H = 2,81%, N = 25,74%. 
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Quantitative Umwandlung von Methyl-glyoxal 
in reine d(—)-Milchsiure durch das Bacterium fluorescens. 


Von 


Ernst Widmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. November 1929.) 


Uber die biochemische Dismutation von a-Keton-aldehyden ist 
durch die Arbeiten des hiesigen Instituts bisher folgendes bekannt 
geworden!: 

Phenyl-glyoxal wird von allen daraufhin untersuchten Zellen 
volistandig in Mandelsaure tibergefiihrt, und zwar ausnahmslos in 
optisch aktive Mandelsaure. Der Drehungssinn kann schwanken. Im 
allgemeinen entsteht die lavogyre Mandelsaure, nur in wenigen Fallen 
ihr optischer Antipode. Normaliter wird die rechtsdrehende Form 
durch den Lactobazillus? und den B. Delbriicki* hervorgebracht. 

Auch das Methyl-glyoxal wird dismutiert und restlos in Milchsaure 
umgewandelt. Gegeniiber den Verhaltnissen beim Phenyl-glyoxal 
besteht insofern ein Unterschied, als die Mehrzahl der Bakterien und 
ebenso der griinen Pflanzenteile racemisches Lactat erzeugt. Nur bei 
Pilzen, wie Hefe* und Mucor javanicus®, ist bisher der asymmetrische 
Verlauf der Dismutation beobachtet, indem in diesen Fallen reine 
d(—)-Milchsaure gebildet wurde. Ganz ebenso wirkt nach unveréffent- 
lichten Versuchen von Herrn E. Simon ein Essigbakterium. 

Die bei der Dismutation der a-Keton-aldehyde obwaltenden 
Verhaltnisse bieten ein besonderes Interesse. Durch die nunmehr 
zahlreichen Beispiele, in denen die optisch aktive Form der zugehérigen 
Oxysdure zu 100%, und in 100° ,iger optischer Reinheit aus dem mit 


! Literatur bis 1928 siehe bei C. Newberg und EH. Simon in Oppenheimer- 
Pincussen, Fermente III, 1311 bis 1316. 

2 P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 

8’ C. Neuberg und E. Simon, ebendaselbst 186, 336, 1927. 

4 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 182, 470, 1927. 

5 OC. Neuberg und E. Simon, ebendaselbst 200, 469, 1928. 











sani atioeteeeetn nlite catia sant tava 





476 E. Widmann: 


keinem asymmetrischen Kohlenstoffatom ausgestatteten Ausgangs- 
material im natiirlichen Medium entsteht, erscheint das Problem 
der biochemischen asymmetrischen Synthese durch das Enzym in vitro 
gelést. P. Mayer (l.c.), C. Newberg und E. Simon', C. Neuberg und 
M. Kobel? sowie E. Molinari*® haben Vorstellungen dariiber  ent- 
wickelt, wie man diesen Asymmetrie-effekt deuten kann, wenn man 
sowohl die innere Struktur* des Substrats als die intermediare Aus- 
bildung des Substrat-Enzym-komplexes, das py und ferner den Einflui 
beriicksichtigt, den die mit der Herkunft, also mit der Zellart und 
Zellzubereitung, schwankenden Zellinhaltsstoffe als optisch-aktive Trdger 
des Ferments ausiiben und gegeniiber zwei so ahnlichen Gebilden wie 
Methylglyoxal und Phenylglyoxal in ganz verschiedener Weise be. 
tatigen kénnen. 

In dem zuvor erwahnten Falle des Essigbakteriums, der zunachst 
als Seltsamkeit erscheinen kénnte, tritt in der sterisch gerichteten 
Dismutation des Methylglyoxals die Analogie dieses bakteriellen Er- 
regers mit der Hefe zutage, eine Beziehung, die sich offenbart in der 
vor einiger Zeit festgestellten Existenz eines der Hefenzymase ganz 
entsprechenden Fermentsystems bei Essigbakterien °. 

Jedenfalls ist im Gegensatz zu der angefiihrten Umformung des 
Phenyl-glyoxals die Erscheinung nicht haufig, daB optisch aktive 
Milchséure in vidlliger Reinheit aus strukturel]] optisch inaktivem 
Methylglyoxal auf dem Wege der einfachen Dismutation gebildet wird. 

Um neues Material zu dieser, wie mir scheint, sehr beachtlichen 
Frage beizubringen, habe ich eine bei der iiblichen Kassifizierung 
an ganz anderer Stelle einzureihende Mikrobe gepriift, das Bacterium 
fluorescens. Bei diesem Erreger sind AuSerungen eines eigentlichen 
Garungsstoffwechsels kaum bekannt; er gilt vornehmlich als ein 
EiweiSverzebrer. 

Es ergab sich nun folgendes: Das Bacterium fluorescens, in Massen- 
kultur angewendet, fiihrt mit groBer Schnelligkeit Methylglyoxal 
quantitativ in optisch ganz reine d(—)-Milchsdure iiber®. Dadurch 
wird offenbar, daB auch Organismen, die ihren Stoffwechsel nicht 


1 OC. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 179, 445, 1926. 

2 C. Neuberg und M. Kobel, Ann. Acad. Fenn. [A] 29, Nr. 8, 1927. 
(Komppa-Festschrift). 

8’ E. Molinari, diese Zeitschr. 216, 192, 1929. 

4 C. Neuberg, ebendaselbst 51, 502, 1913. 

5 C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 197, 259, 1928; 199, 232. 
1928; vgl. auch C. Neuberg und F. Windisch, ebendaselbst 166, 454, 1925. 

® Aus Phenyl-glyoxal erzeugt B. fluorescens d (—)-Mandelsaure (S. Ha 
yashi, diese Zeitschr. 206, 223, 1929), was im Hinblick auf die obigen 
Angaben iiber das Zustandekommen der optischen Aktivitét bemerkens- 
wert ist. 
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vorwiegend durch einen Umsatz von Kohlenhydraten bestreiten, 
Ketonaldehydmutase enthalten und daB dieses nicht zu den hydro- 
lysierenden Enzymen gehérende Ferment im speziellen Falle des Bac- 
terium fluorescens in vollkommener Weise asymmetrisch wirkt. 


Fiir die Versuche ist eine auf Fleischextrakt-Agar mit Pepton-Zusatz 
geziichtete Bakterienmasse verwendet worden. Die Kulturen waren bei 26° 
herangewachsen, die Ernte geschah nach 2 Tagen. Frau Gertrud Joel bin 
ich fir ihre Hilfeleistung sehr zu Dank verpflichtet. 

Die mit physiologischer Kochsalzlésung abgeschwemmte Bakterien- 
kultur wurde mit Wasser auf der Zentrifuge unter sterilen Bedingungen 
gewaschen. 

Zur Verfiigung stand eine Bakterienmenge, die 14,4 g Trockensubstanz 
besaB. Die Anordnung der Versuche war folgendermaBen: 

Die gesamte Bakterienmenge wurde in 600ccm _ sterilem Wasser 
verteilt. : 

a) 370ccm der Suspension, die 8,88 g Trockensubstanz entsprachen, 
wurden unter Zugabe von 10g keimfreiem Calciumcarbonat, 65 ccm 
1,55 %iger Methyl-glyoxallésung und 10ccem Toluol mit sterilem Wasser 
auf 1000 ccm gebracht. Das Gemisch wurde mit Kohlendioxyd gesattigt. 

Gleichzeitig wurden Kontrollansiétze gemacht. 

b) 110 ccm derselben Bakteriensuspension, die vorher eine Stunde im 
siedenden Wasserbad erhitzt gewesen waren, wurden mit 2,5 g Calcium- 
carbonat, 18cem 1,55%iger Methyl-glyoxal-lésung und 2,5cem Toluol 
mit sterilem Wasser auf 250 cem gebracht. 

c) Als dritter Ansatz wurden 18 ccm 1,55 %iger Methylglyoxal-lésung 
unter Zugabe von 2,5 g Calciumcarbonat gleichfalls auf 250 cem aufgefiillt. 

d) Der vierte Ansatz bestand aus 100 ccm frischer Bakteriensuspension, 
2,5 g¢ Calciumcarbonat, sowie 2,5cem Toluol, ebenfalls in 250 ccm. 

Alle vier Ansiatze blieben in paraffinierten Flaschen im Thermostaten 
bei 37° stehon und wurden des 6fteren umgeschiittelt. Nach 16 Stunden 
zeigte sich beim Offnen des GefiBes nfit dem Material des Ansatzes a ein 
starker Druck. In einer entnommenen Probe konnte kein Methylglyoxal 
mehr mittels p-Nitro-phenylhydrazin-acetat nachgewiesen werden. 

Das Material des ganzen Ansatzes wurde nun aufgekocht und zentri- 
fugiert. Das Volumen des Zentrifugats betrug 940 ccm. Diese wurden im 
Faust-Heimschen Verdunstungskasten bei 30° eingeengt, filtriert und auf 
wenige Kubikzentimeter eingedampft. Die Fliissigkeit enthielt so wenig 
stérende Frendbestandteile, daB sich das Calciwmlactat beim Stehen tiber 
Nacht direkt kristallisiert! abschied. Zur Reinigung wurde es in das Zinksalz 
ubergetiihrt. Zu diesem Zwecke wurde es mit wenig warmem Wasser auf- 
genommen; die Lésung wurde mit Phosphorséure schwach kongosauer 
gemacht, auf dem Wasserbad zum Sirup eingeengt und mit frisch gegliihtem 
Natriumsulfat zu einem feinen Pulver verrieben. Aus diesem wurde alsdann 
die freie Milchséure im Soxhlet-apparat erschépfend mit Ather ausgezogen. 
Nach dem Vertreiben des Athers wurde der Riickstand mit Wasser verdiinnt, 
kurze Zeit erwarmt und mit einem Uberschu8 von alkalifreiem Bleicarbonat 
im Wasserbad bis zur vélligen Neutralisation gekocht. Nach Abkiihlung 


1 Die direkte Kristallisation von dismutativ gebildetem Calciumlactat 
ist frither auch schon C. Newberg (diese Zeitschr. 51, 489, 1913) sowie 
C. Neuberg und E. Simon (ebendaselbst 186, 334, 1927) gelungen. 
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in Eis, Filtration und Nachwaschen wurde das in Lésung befindliche Blei 
mit Schwefelwasserstoff ausgefallt. Nach der Entfernung des Bleisulfics 
und Vertreiben des gelésten Schwefelswasserstoffs durch Luft wurde die 
Fliissigkeit mit reinem Zinkoxyd bis zur neutralert Reaktion im Wasserbad 
erhitzt. Es dauert dieses, wohl wegen der Anwesenheit von Lactylséuren, 
mehrere Stunden. Nach dem Abfiltrieren des tiberschiissigen Zinkoxyds 
wurde mit heiBem Wasser nachgewaschen und die wasserige Zinklactat- 
lésung vorsichtig zu diimnem Sirup konzentriert. Dieser kristallisierte 
beim Anreiben sofort. Als Rohprodukt wurden, berechnet auf den ganzen 
Ansatz, 2,05g erhalten. Theoretisch kénnten 1,96g reines Zinklactat 
(mit 2 Mol H,O) entstehen. Nach einmaligem Umkristallisieren aus heiBerm 
Wasser lag die Substanz analysenrein vor. 

Eine 2,5%ige wiasserige Lésung, die 0,2871 g lufttrockenes Zinksalz 
in 10cem Wasser enthielt, wies im 2-dm-Rohr eine Ablenkung von 
a = + 0,42° auf. [a]p = + 8,4°*. 

0,1136g lufttrocknes Salz gaben bei 110° 0,0145g Wasser ab und 
hinterlieBen einen Gliihriickstand von 0,0333 g Zinkoxyd. 

Zn(C,;H;0,), + 2H,O. Ber.:H,O = 12,89%, ZnO = 29,11%; 

gef.: H,O = 12,76%, ZnO = 29,31%. 

Im zweiten und dritten Ansatz hatte sich die Methyl-glyoxal-konzen- 
tration kaum geandert, wie durch Titration nach fF’. Fischler und R. Boettner 
ermittelt werden konnte. 

Die Methyl-glyoxal-lésung hatte sich unter den Bedingungen des Ver- 
suchs zu 6,4% zersetzt; zugefiigte tote Bakterien beschleunigten diese un- 
spezifische Reaktion nicht meBbar. 


Da die vorher aufgekochten Bakterien keine dismutative Wirkung 
auf das Methyl-glyoxal ausiibten, ist damit der biochemische Charakter 
der Reaktion erwiesen, daraus folgt natiirlich auch, daB die optisch 
aktiven Leibessubstanzen der abgetéteten Mikrobe an sich keine 
asymmetrische Disproportionierung des Methylglyoxals veranlassen 
kénnen. Hier wie auch in weiteren Fallen hat sich herausgestellt, 
daB eine etwaige spontane Zersetzung des Methylglyoxals in reiner 
wisseriger Lésung ohne Einflu8 auf das Ergebnis des Hauptversuchs 
ist, in welchem eine Aufschwemmung der frischen Bakterien benutzt 
wurde; denn sonst hatte das quantitativ entstandene Endprodukt nicht 
voéllige optische Reinheit zeigen kénnen. 

Die filtrierte und eingeengte Fliissigkeit des Ansatzes d wurde auf 
Milchséure gepriift; sie konnte mit der Thiophen-probe nicht aufgefunden 
werden. 


* Die Drehung bezieht sich auf das wasserfreie Salz. 
1 F. Fischler und R. Boettner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 1928. 
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Methylglyoxal als Produkt der Glykolyse durch Blutkérperchen. 
Von 
Ernst Widmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 6. November 1929.) 


Seitdem Claude Bernard' vor mehr als einem halben Jahrhundert die 
Glykolyse im Blute entdeckt hat, ist eine Unzahl von Arbeiten iiber 
dieses Phinomen erschienen. Es ist aber bis zu dem heutigen Tage das 
Wesen der im Blute ablaufenden Glykolyse strittig. Als sicher gilt, daB 
Serum und Plasma keine Glykolyse verursachen, und weiter scheint 
festzustehen, daB vollstandig hamolysierte Erythrocyten des Glyko- 
lysierungsvermégens ermangeln. Sorgfaltige Forschungen, die von den 
japanischen Forschern 7’. Atbara® und Y. Kawashima* in den letzten 
Jahren vorgenommen sind, bestatigen die angefiihrten Tatsachen; die 
Autoren machen weiterhin folgende Angaben: 


Die Glykolyse hangt hauptsachlich von der Zahl der Erythrocyten 
und weniger von der Konzentration des Zuckers ab, die ohne Einflu8 
auf das Ergebnis um 100°, variieren kann. Die Glykolyse ist bei Auf- 
schwemmung gewaschener Erythrocyten in physiologischer Kochsalz- 
losung geringer als in Serum oder in einer Natriumphosphat-lésung von 
der H-Ionenkonzentration des normalen Vollbluts. Die glykolytische 
Kraft nimmt bei allen Prozeduren, die Himolyse bedingen, ab, und zwar 
parallel mit dem Grade der Blutkérperchenauflésung. Zellgifte, wie 
Alkohol, Ather, Chloroform, Chinin, Cyanide und Toluol, haben auf den 
anaeroben Zuckerschwund nur insofern einen EinfluB, als sie Himolyse 
herbeifiihren. Sauerstoff, Kohlenoxyd und Kohlensaure — letztere bei 
nicht allzu groBer Menge — sind ohne Wirkung auf die Glykolyse der 
Blutkérperchen. Solche Tatsachen sprechen dafiir, daB ihr Kohlenhydrat- 


1 Claude Bernard, Legons sur le diabéte, Paris 1877. 

2 T. Aibara, Journ. of Biochem. 1, 457, 1921. 

3 Y. Kawashima, Journ. of Biochem. 2, 131, 1922; 3, 273, 1924; 4, 411 
und 429, 1925. 
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verbrauch mindestens primar auf keinem Oxydationsvorgange beruht ! 
Von Wichtigkeit ist besonders die Feststellung Kawashimas, daB dic 
unter Eiskiihlung aufbewahrten Erythrocyten laage Zeit ihre desmo- 
lytische Kraft bewahren, nicht aber bei 24stiindiger Digestion im 
Thermostaten. 

Ungeklart ist die Frage, inwieweit die Effekte der Glykolyse im 
Blute auf die Erythrocyten bezogen werden diirfen. Wir verfiigen iiber 
keine Methode zur restlosen Abtrennung der Leukocyten. Die Angaben 
iiber die glykolytischen Leistungen der letzteren sind zwar nicht un 
angefochten geblieben, miissen aber als zutreffend angesehen werden?. 

Als eine Unsicherheit mu8 man den Umstand empfinden, daB bei 
den meisten Untersuchungen tiber die Glykolyse im Blute nichts als 
ein Zuckerschwund konstatiert worden ist. Auch in den neueren Ar- 
beiten von Lépine und Boulud sowie Rona und Mitarbeitern ist lediglich 
eine Abnahme des Zuckers beschrieben, aber kein Produkt der 
Glykolyse isoliert. Dies ist, soweit ich sehe, allein K. v. Noorden® ge- 
lungen*, der wesentliche Mengen von kristallisiertem 1(-+-)-Zinklactat 
analysenrein gewonnen hat. Eine Entscheidung, ob hierbei die Milch- 
siure von weiBen oder roten Blutkérperchen erzeugt wird, ist nicht 
herbeigefiihrt. ,,Die Natur der Muttersubstanz der im Blute gebildeten 
Milchsiure ist noch unbekannt“. So schrieb treffend H. Fries®, da 
er wohl die Abnahme titrierbaren Zuckers nicht zur Erklarung fiir 
ausreichend erachtete. Spiter hatte man an einen besonderen Verlauf 
des Zuckerabbaues in den roten Blutkérperchen denken kénnen, und 
zwar auf Grund der Feststellung von J. Greenwald*, H. Jost und anderer 
Autoren’, daB sich in den roten Blutkérperchen Glycerinsiure-di- 
phosphorsaéure vorfindet, ein Produkt, das wohl auch an weiteren 
Stellen des tierischen Organismus vorkommt, aber von dem in anderen 


1 Vgl. hierzu O. Warburg, K. Posener und E. Negelein, diese Zeitschr. 
152, 309, 1924; EH. Negelein, ebendaselbst 158, 130, 1925; ferner A. Bornstein 
und O. Ascher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 52, 607, 1926. 

2 P. A. Levene und G. M. Meyer, Journ. of biol. Chem. 14, 149, 1913. 

3’ K.v. Noorden, diese Zeitschr. 45, 94, 1912. 

* Kurz vorher hatte A. Slosse (Arch. intern. de Physiol. 11, 154, 1911) 
bei der Blutglykolyse wohl eine dem Zuckerverbrauch angena&hert pro- 
portionale Entstehung von Milchséiure beobachtet, diese aber nicht in 
Substanz abgeschieden; da er die Milchséure unter Ubergang in Kohlen- 
oxyd (!), Essigsiure und Ameisenséiure wieder verschwinden sah, darf man 
heute wohl mit der Méglichkeit rechnen, da8 seine Ergebnisse durch eine 
bakterielle Infektion beeintrachtigt gewesen sind. 

5 H. Fries, diese Zeitschr. 35, 385, 1911. 

6 I. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 68, 339, 1925. 

7 S. Posternak, Ber. iiber die ges. Physiol. 87, 364, 1926; H. Jost, H. 
165, 171, 1927; M. Macheboeuf, Ann. de I’Inst. Pasteur 41, 1036, 1927; vgl. 
auch M. Vogt, diese Zeitschr. 211, 1, 1929. 
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Geweben nachgewiesenen typischen Betriebsstoff der Glykolyse, dem 
Hexose-phosphat, durchaus verschieden ist. 


Ausschlaggebend fiir die Lehre von der Glykolyse im Blute muBte 
der Nachweis sein, daB in seinen Formelementen das charakteristische 
desmolytische System tatig ist. 


Nach den Ergebnissen von C. Newberg und M. Kobel! hat man jetzt als 
Inbegriff der Glykolyse die Bildung des Methylglyorals zu werten, da der 
Ketonaldehyd einwandfrei als analysenreine Verbindung von ihnen isoliert 
wurde. Diese Substanz ist aus Kohlenhydrat schon in so vielen Fillen 
mittels Zellarten erhalten, die dem ganzen Naturreich fast beliebig ent- 
nommen werden kénnen, daB an der wniversellen Bedeutung des Keton- 
aldehyds als Zwischenprodukt des Zuckerabbaues gar kein Zweifel 
mehr zulassig ist. Da andererseits der Weg vom Methylglyoxal zur 
Milchsaure, der auf eine einfache intramolekulare Dismutation heraus- 
lauft, véllig klar ist, war es eine wichtige Aufgabe, die zelligen 
Elemente des Blutes auf die Fahigkeit zur Methylglyoxal-bildung 
zu priifen. 


Diese Aufgabe, die ich auf Veranlassung von C. Newberg und 
M. Kobel bearbeitet habe, konnte nun vollstandig gelést werden. Es 
war nur notig, auf die Reaktion der roten Blutkérperchen die Grundsitze! 
anzuwenden, deren Innehaltung bei anderen Zellarten den Erfolg 
verbirgt hat. Bekanntlich basieren diese Grundsitze auf der folgenden 
einfachen Uberlegung. 


Man mu, um Methylglyoxal zu isolieren, die nachste Phase des 
Zuckerabbaues ausschalten, namlich die sekundire Umwandlung des 
entstandenen Ketonaldehyds durch die Ketonaldehydmutase. Die 
Betatigung dieses Enzyms ist irgendwie von der Mithilfe eines Co- 
ferments abhangig. Das Coferment ist aber auch notwendig zur Her- 
richtung des Zuckers fiir den Abbau, die durch Bindung von Zucker an 
Phosphorsaure das eigentlich labil gewordene Substrat schafft. Beiden 
Bedingungen kann man nun gleichzeitig in methodisch héchst einfacher 
Weise dadurch gerecht werden, daB man den Zellen als Substrat phos- 
phorylierten Zucker anbietet und die glykolysierenden Agenzien der 
Zellen vom Coferment nach Méglichkeit befreit. Dann kénnen dieselben 
die oxydoreduktive Umwandlung des Methylglyoxals, seine Dismutation 
zu Milchsaure, nicht mehr vollbringen. Fiir den desmolytischen Prozei 
ist die Entfernung des Coferments aber belanglos, sofern Hexose-di- 
phosphorsaure, deren Entstehung es normaliter ebenfalls veranlaBt, in 
fertiger Form fiir die Glykolyse zur Verfiigung steht. 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. seit 1928 und die anderen 
diesbeziiglichen Arbeiten aus dem hiesigen Institut. 
Biochemische Zeitschrift Band 216. 31 
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Coferment ist in roten Blutkérperchen nachgewiesen’, und zwai 
dadurch, daB zuvor auf 90° erwairmte Blutkérperchen ausgewaschene 
Trockenhefe, wenn auch langsam, zu komplettieren vermégen. Es fehlt 
nicht an Beobachtungen, die auf eine Beteiligung des Phosphat-ions an de: 
Glykolyse im Blute hinweisen. Die Untersuchungen sind vielfach in Ringer- 
lésung oder ahnlichen Fliissigkeiten angestellt, wobei bewuBt oder unbewuBt 
Phosphate angewendet wurden, weiterhin ist deren Niitzlichkeit von W. Léb?, 
P.A. Levene und G.M. Meyer*, P. Rona mit F. Arnheim und K. Iwasaki‘ be- 
schrieben. Da8 bei der Glykolyse eine Veresterung des Phosphats eintreten 
kann, war von H. Lawaczeck® schon vor der Entdeckung der Glycerinséure- 
di-phosphorséure festgestellt und ist seither von H. Bierry und Mitarbeitern *, 
A. P. Briggs’, H.D. Kay und R. Robison, M. Martland, R. Robison und 
T.S. Hansman®, A. und I. Roche®, W. A. Engelhardt und A. E. Braunstein © 
und anderen bestatigt. Uber die Natur des Veresterungsvorganges besteht 
keine Ejinigkeit. Lawaczeck (l. c.) sowie H. W. Goodwin und R. Robison™ 
haben aber bereits als einen Anteil des biosynthetischen Produkts ein 
reduzierendes Hexose-phosphorséure-derivat nachgewiesen und Bierry sowie 
Roche nahmen ein solches an. 


Wenn man nun cofermentfreie Blutkérperchen, also den Teil ihres 
Systems erhalten will, den man nach C. Newberg und A. Gottschalk" 
Apozymase nennt, so kann man bei der Eigenart der Erythrocyten 
diese natiirlich nicht durch Waschen von ihrem Coferment befreien. 
Wohl aber vermag man — genau wie bei den iibrigen Zellarten — durch 
Vorbehandlungen anderer Art das Coferment der Blutkérperchen zu 
schwiachen bzw. so weit zu entfernen, daB eine weitere Verarbeitung 
des aus Hexose-di-phosphat entstehenden Methylglyoxals hintan- 
gehalten wird. Diese mehr oder minder vollstiindige Ausschaltung des 
Coferments gelingt — wie fiir andere Beispiele schon beschrieben ist 
durch Uberfiihrang des gewaschenen Blutkérperchenbreies in ein 
Aceton-Trocken-Praparat oder auch durch Mazeration. Mit den so 
hergestellten Zubereitungen aus roten Blutkérperchen ist der Nachweis 
des Methylglyoxals leicht méglich, und zwar sowohl bei Verwendung von 


! A.I. Virtanen und P. E. Simola, Ann. Acad. Fenn. [A] 26, Nr. 11, 1926. 

2 W. Léb, diese Zeitschr. 32, 43, 1911. 

3 P. A. Levene und G. M. Meyer, |. c. 

4 P. Rona und F. Arnheim, diese Zeitschr. 48, 35, 1913; P. Rona und 
K. lwasaki, ebendaselbst 174, 293, 1926. 

5 H. Lawaczeck, ebendaselbst 145, 350, 1924. 

8 H. Bierry, C. r. soc. biol. 90, 417, 1924; 92, 593, 1925. 

7 A. P. Briggs, I. Koeching, E. A. Doisy und C.I. Weber, Journ. of 
biol. Chem. 58, 721, 1923/24. 

8 H. D. Kay und R. Robison, Biochem. Journ. 18, 755, 1925; M. Mart- 
land, R. Robison und F.S. Hansman, ebendaselbst 18, 765 u. 1152, 1924; 
19, 117, 1925. : 

® A. Roche und I. Roche, C.r. soc. biol. 97, 804, 1927; C. r. 185, 873, 1927. 

10 W. A. Engelhardt und A. E. Braunstein, diese Zeitschr. 201, 48, 1928. 

11 H. W. Goodwin und R. Robison, Biochem. Journ. 18, 1161, 1924. 

‘2 CO. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 244, 1925. 
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Blutkérperchen des Pferdes als auch des Hammels wie Kaninchens. 
(Uber die Bereitung des Aceton-Priiparats siehe im experimentellen Teil). 

Die Ausbeute an Methylglyoxal belief sich auf 75°), des umgesetzten 
Zuckers. Dieses Ergebnis mu8 als auBerordentlich befriedigend be- 
trachtet werden. Der erhaltene Ertrag geht iiber den heraus, den 
M. Vogt! beim Nachweis der Entstehung von Methylglyoxal wahrend 
der Glykolyse durch Leber-, Nieren- sowie Muskelzellen verzeichnen 
konnte. 

Nach den jetzt zu schildernden Befunden ist folgendes sicher. Bei 
der von Blutkérperchen verursachten glykolytischen Bildung der Milch- 
siure aus Zucker fiihrt unter den obwaltenden Bedingungen der Weg 
iiber das Methylglyoxal. UngewiB ist, welchen Anteil die untereinander 
funktionell wie morphologisch verschiedenen Leukocyten an der 
Desmolyse nehmen; obgleich sie an Menge ganz bedeutend hinter 
den Erythrocyten zuriickbleiben, wird ihre glykolytische Kraft pro 
Zelle 100mal héher veranschlagt?. Nach dieser Richtung ist die 
Untersuchung, wie beabsichtigt, fortzusetzen, zugleich unter Wiirdigung 
der Frage, inwieweit die Wirksamkeit der Blutkérperchen-Apozymase 
von der morphologischen Struktur unabhangig ist. 

Ich beschranke mich darauf, einen Bilanzversuch wiederzugeben, 
der mit dem Mazerat von Erythrocyten des Pferdes vorgenommen wurde, 
und ich beschreibe auBerdem die einfache Versuchsanordnung, mit der 
man die Bildung von Methylglyoxal durch Aceton-praparate* zeigen 
kann. 

Experimentelles. 
Serie I. 

15ccm aus der V. jugularis steril entnommenes Hammelblut* wurden 
defibriniert, durch ausgekochten Mull filtriert und 2 Tage im Kiihlschrank 
bei + 5 bis 6° aufbewahrt. Hernach wurde das Serum abzentrifugiert und das 
Sediment von roten Blutkérperchen, die ein Volumen von 5cem einnahmen, 
viermal mit physiologischer Kochsalzlésung auf der Zentrifuge gewaschen. 
Bei allen Operationen wurde peinlichste Asepsis beobachtet, alle GefiBe 
und Lésungen waren auf das sorgfaltigste entkeimt. Diese 5ccm Brei 
von roten Blutkérperchen wurden nun auf das Zehnfache mit physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt; dazu kam 0,1 cem Toluol und das ganze blieb 
bei Zimmertemperatur (18°) 6 Tage lang stehen, wobei nur partielle Haimolyse 
und eine geringfiigige Dunkelung des Blutfarbstoffs eintrat. Nach dieser 
Zeit wurde das so gewonnene Fermentpraparat zu den Versuchen ver- 
wendet. Als Substrat diente, wie tiblich, das Magnesiumsalz der Hexose-di- 
phosphorsdure. 


1 M. Vogt, diese Zeitschr. 211, 17, 1929. 

2 P. B. van Steenis, Ber. iiber d. ges. Physiol. 30, 910, 1925. 

’ Die Ausfiihrung von Bilanzversuchen mit diesem Material war aus 
Zeitmangel gegenwartig unméglich. 

4 Fiir die Hilfe bei der Gewinnung der Blutproben bis ich Herrn 
Dr. H. Laser sehr zu Dank verpflichtet. 
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Alle Ansiitze, deren Mischungsverhaltnisse aus der Tabelle hervor- 
gehen, wurden wahrend 24 Stunden im Brutschrank (37°) belassen. Dann 
wurden 10 cem von jeder Probe entnommen, mit 1 cem 10°%iger Trichlo: 
essigsdure enteiweiBt und filtriert. Das Filtrat wurde mit 2 ccm eine: 
frisch bereiteten Lésung von 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 2n Salzséure 
(0,5 g in 30 cem) versetzt. Bei Anwesenheit von Methylglyoxal schied sic} 
das Bis-hydrazon in wenigen Sekunden bei Zimmertemperatur ab, namentlich 
wenn umgeschiittelt wurde. Man kann gut 2 Stunden warten, ehe in de: 
Probe des ohne Enzym digerierten Substrats ein Niederschlag auftritt, de: 
dann dem Hexose-phosphat entstammt. 





Tabelle I. 
Niederschlagsbildung mit 
2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin- 
Mazerat von Hammel-blutkérperchen ehlorhydrat nach vorauf- 
gegangener 24 stiindiger 
Digestion der Versuchsgemische 


5 ecm Mazerat, 
15 ., 8%iges Magnesiumsalz, + 
10 . Wasser, 
0,5, Toluol. 
10 cem Mazerat, 
rey . ; 
15 , 8%iges Magnesiumsalz, 44 


5 . Wasser, 
0.5 . Toluol. 


15 ccm Mazerat, 
15 , Magnesiumsalz, + 
0.5, Toluol. 


5 ccm Mazerat, 

15 , 0,05%iges Methyiglyoxal, +4. 
10 . “Wasser, 

0.5 , Toluol. 


10 cem Mazerat, 
15 , 0,05%iges Methylglyoxal, 


5 . Wasser, = 
0.5, Toluol. 
15 com Wasser, ++-44 


15 , 0,05%iges Methylglyoxal. 


Man entnimmt der Tabelle I, daB aus hexose-di-phosphorsaurem 
Magnesium von dem Blutkérperchen-mazerat Methylglyoxal gebildet 
wird. Methylglyoxal selbst wird aber, wenn auch nur zu einem kleinen 
Teil, durch die Agenzien des Fermentsystems noch dismutiert. 


Serie Il. 


Zur Verwendung gelangte dieses Mal Pferdeblut, aus der Carotis gezapft. 
150 cem Blutkérperchen, die sich nach Defibrinierung und Kolieren durc} 
frisch sterilisierte Gaze abgesetzt hatten, wurden, ahnlich wie bei Serie I. 
2 Tage im Kiihlschrank aufbewahrt und dann viermal mit physiologische: 
Kochsalzlésung gewaschen. Der Blutkérperchenbrei wurde in drei Teile 
geteilt. 
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50 cem dienten zur Darstellung eines Aceton-prdparats. Das Praparat 
wurde einfach so erhalten, da®B man diese 50 ccm Blutkérperchen-brei 
langsam unter Riihren in 1000 ccm Aceton einbrachte. Die ausgefallten 
lrocken-Blutkérperchen wurden auf einer Nutsche abgesaugt, zuerst mit 
Aceton, dann mit etwas reinem Ather nachgewaschen und im Exsikkator 
von Resten der anhaftenden Fallungsmittel befreit. 

Aus 50ccm Blutkérperchen-brei bereitete ich ein Alkohol-Ather- 
Prdparat, indem ich sie in eine Mischung von 300 ccm absolutem Alkohol 
plus 100 cem wasserfreiem Ather eintrug. Darauf wurde auf einer Nutsche 
abgesaugt und mit absolutem Alkohol-Ather nachgewaschen. Das Praparat 
wurde im Exsikkator getrocknet. 

Mazerat. Weitere 50ccm Blutkérperchenbrei wurden mit steriler 
physiologischer Natriumchlorid-Lésung auf 100ccm gebracht und mit 
leem Toluol versetzt. Das Gemisch verblieb 2 Tage im Kiihlsehrank. 

Mit allen drei so gewonnenen Blutkérperchen-praparaten wurden 
Versuche angestellt. 

1. Mazerat. 

Die 100cem wurden zundchst noch auf 500 ccm aufgetiillt, so dab 
die Verdiinnung 1: 10 des benutzten Fermentpraparats betrug. Die Auf- 
arbeitung, EnteiweiBung sowie Fallung mit dem Hydrazin-reagens geschah 
wie 8S. 484 vermerkt ist. 

Die Tabelle II gibt hier wie in allen iibrigen Fallen wieder, nach welcher 
Zeit Methyiglyoxal als Bis-hydrazon nachzuweisen war. 


Tabelle Il. 





Mazerat von Pferdeblutkérperchen Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 


5 cem Mazerat, 

15 ., 8%iges Magnesiumsalz, 
10 . Wasser, 

0,5,  Toluol. 


10 cem Mazerat, 
15 ., 8%iges Magnesiumsalz, 
0,5, Toluol. 


15 ccm Mazerat, 
15 ., 8%iges Magnesiumsalz, 
0,5, Toluol. 


20 cem Mazerat, 
10 . 8%iges Magnesiumsalz, 
0.5, Toluol. 


5 ecm Mazerat, 

15 ., 0,1%iges Methylglyoxal, 
10 . Wasser, 

0.5, Toluol. 


10 ccm Mazerat, 
15 . 0,1%iges Methylglyoxal, 
5 , Wasser, 
0.5 . Toluol. 


15 cem Mazerat, 
15 , 0,1%iges Methylglyoxal, 
0.5, Toluol. 
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Tabelle I runtestoang). 





Maserat von Pferdeblutkirpere hen Nach 24 Std. “Nach 48 Std. Nach 72 Std. 


20 com Mazerat, 

10 , O,1%iges Methylglyoxal, 
0.5 . Toluol. 

5 com Mazerat. 


25 . Wasser, 4am = 
0.5 , Toluol. 
10 cem Mazerat. 
20 , Wasser, 
0.5,  Toluol. 
15 com Mazerat, 
15 . Wasser, - 
0.5 , Toluol. 

20 eem Mazerat. 

10 ., Wasser. _ 

0.5,  Toluol. 


2. Aceton-praparat. 
Das Material stand nach der Herstellung noch 2 Tage im Exsikkator. 
Tabelle III. 








Aceton-priparat aus Pferdeblutkiérperchen Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 


0,1 g Aceton-praparat, 
30 com 4%iges Magnesiumsalz, 
0.5, Toluol. 


0.2 g Aceton-praparat, 
30 com 4% iges Magnesiumsalz, 
0.5.  Toluol. 


0,4g Aceton-praparat, 
30 com 4% iges Magnesiumsalz, 
0,5, Toluol. 


0,8 g Aceton-praparat, 
30 com 4%iges Magnesiumsalz, 
0.5,  Toluol. 


0,1 g Aceton- -priparat, 
30 cem 0,05%iges Methylglyoxal, 
O54": % elask 


0,2 g Aceton-praparat, 

30 cem 0,05%iges Methylglyoxal, 

0.5, Toluol. 

0,4 g Aceton-praparat, 
30 cem 0,05%iges Methylglyoxal, + _ _ 
0,5,  Toluol. 


0,8 g Aceton-praparat, 
30 com 0,05 %iges Methylglyoxal, — _ — 
0,5,  Toluol. 

0,4 g Aceton-praparat, \ 


30 com Wasser, i — _ wie 
0.5, Toluol. 
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3. Alkohol-Ather-praparat. 


Das Trocken-praparat war nach der Herstellung noch 2 Tage im Ex- 
sikkator aufbewahrt. 
Tabelle IV. 





Alkohol-Ather-praparat 


aus Pferdeblutkérperchen Nach 24 Std. Nach 48 Std. | Nach 72 Std. 


0,1 g Alkohol- Ather-priparat, 


30 ecem 4%iges Magnesiumsalz, — 


0,5 , Toluol. 


0,2 g Alkohol-Ather-praparat, 
30 com 4%iges Magnesiumsalz, _ 
0,5 ., Toluoi. 


0,4 g Alkohol- Ather-praparat, 
30 com 4%iges Magnesiumsalz, _ — -- 
0.5 . Toluol. 


0,8 g Alkohol - Ather-praparat, 
30 cem 4 %iges Magnesiumsalz, : se = 
0.5 . Toluol. 


0,1 g Alkohol- Ather-praparat, 
30 cem 0,05%iges Methylglyoxal, +++ +++ ++ 
0,5 , Toluol. 


0,2 g Alkohol- Ather-praparat, 
30 ccm 0.05% iges Methylglyoxal, ++ + Spur 
0.5 , Toluol. 


0,4 g Alkobol- Ather-praparat, 
30 cem 0,05 %iges Methylglyoxal, —_ -_ ate 
0.5, Toluol. 


0,8 g Alkohol- Ather-praparat, 
30 ccm 0,05%iges Methylglyoxal, - — — 
0.5 . Toluol. 


0,4 g Alkohol- Ather-priparat, 
30 com Wasser, 5 ry ne: 
0.5 . Toluol. 


Die Tabellen zeigen, unter welchen Bedingungen die Ferment- 
systeme Methylglyoxal liefern. Das Alkohol-Ather-priparat erwies 
sich als ungeeignet. Wahrscheinlich enthielt es noch zu viel Coferment, 
so da® hier eine Anhiufung von Methylglyoxal nicht zustande kam; 
zugefiigter _Ketonaldehyd verschwand dementsprechend in unverkenn- 
barer Weise. 

Um genaueres tiber den Verlauf der Methylglyoxal-bildung bei 
der Blut-glykolyse zu erfahren, wurde die Umsetzung des Hexose-di- 
phosphats durch Blut-mazerat quantitativ verfolgt. Fir die Auf- 
stellung einer Bilanz hat man zu _ beriicksichtigen: 

1. das abgespaltene anorganische Phosphat; 2. das unverinderte 
Di-phosphat; 3. den daraus eventuell gebildeten Mono-phosphorsaure- 
ester: 4. frei auftretenden Zucker und schlieBlich 5. die Menge des vom 
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Fermentsystem erzeugten Methylglyoxals, welche wihrend der Ver- 
suchszeit infolge Stabilisierung zu Milchsiure wieder verschwindet. 


Bilanz. 
Das verwendete Mazerat! hatte 4 Tage im Kiihlschrank bei etwa 
+ 6° gestanden, davon die zwei letzten Tage nach Verdiinnung von 1 : 10 
mit physiologischer Kochsalzlésung. 
1. 300 cem 6,86 %ige? Magnesiumsalz-lésung, 
200 ,, Blutmazerat, 
100 ,, Wasser, 
10 ,, Toluol. 
2. 100cem Blutmazerat, 
200 ., Wasser, 
5 ,, Toluol. 
3. 40cem Blutmazerat, 
80 ,, 0,06%iges Methylglyoxal, 
a e 
4. 40cem Wasser, 
80 ,, 0,06%iges Methylglyoxal, 
2 ,, Toluol. 
Diese Gemische wurden 48 Stunden im Thermostaten bei 37° bebriitet. 
Die Aufarbeitung geschah in der wiederholt geschilderten Weise. Bei 
Berechnung auf den ganzen Ansatz des Hauptversuchs zeigte sich folgendes : 
Vom Ausgangsmaterial wurden unverandert wiedergefunden 91,50 %. 
Mono-phosphat, das bei partieller Dephosphorylierung hatte auftreten 
kénnen, war nicht zugegen. An freiem, garfahigem Zucker waren nach- 
weisbar 0,2994g. Fiir die Umwandlung von Methylglyoxal standen somit 
zur Verfiigung 0,5190g durch Dephosphorylierung gebildeter Zucker. 
Isoliert wurden 1,713g des Bis-hydrazons, die 0,3569g Methylglyoxal- 
hydrat entsprechen. Dismutiert waren 0,0330g Methylglyoxal-hydrat, 
gemessen am Schwund fertig zugefiigten Methylglyoxal-hydrats (Kontroll- 
versuch Addiert man die dismutierte Quantitat zu der wirklich ab- 
geschiedenen, so ergibt sich, daB in toto 0,3899g Methylglyoxal-hydrat 
entstanden waren. Demnach belief sich die Ausbeute auf 75,1°%. 
Das aus Pyridin wie Nitrobenzol umkristallisierte Methylglyoxal-bis- 
2, 4-di-nitrophenylhydrazon schmolz bei 296 bis 297°. 
4,510 mg Substanz: 6,970 mg CO, und 1,161 mg H,0O. 


2,246 ,, 6 0,497 cem N, (20°, 755mm, 50% KOH). 
Cy,Hi2N,0,- Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
(432) gef.: C = 42,10%, H = 2,86%, N = 25,63%. 


Zur Erweiterung des Tatsachenmaterials wurden noch qualitative 
Versuche angestellt mit den Blutkérperchen eines anderen Pferdes und 
denen vom Kaninchen. 

50 cem gewaschener Blutkérperchenbrei vom Pferd wurden mit sterile: 
Kochsalzlésung auf 100ccm gebracht. Dazu kam leem Toluol. Das 
Gemenge blieb 3 Tage *® im Kiihlschrank stehen und wurde dann auf 500 ccm 
weiter verdiinnt, so daB die Verdiinnung wiederum 1: 10 betrug. 


1 Gewinnung s. vorher S. 483. 

2 Berechnet auf wasserfreies Salz. 

* Bei Benutzung zu einem friiheren Zeitpunkt brachte das Mazerat 
noch alles Methylglyoxal infolge Dismutation zum Verschwinden. 
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Tabelle V. 





Mazerat von Pferdeblutkiérperchen 


2.5 ccm Mazerat, 

15 , 8%iges Magnesiumsalz, 
12,5 , Wasser, 

05 , Toluol. 


5 ccm Mazerat, 

15 ., 8%iges Magnesiumsalz, 
10 . Wasser, 

0,5 , Toluol. 


Mazerat, 

8%iges Magnesiumsalz, 
Wasser, 

Toluol. 


Mazerat, 

4% ige Glucose, 
Wasser, 

Toluol. 


5 cem Mazerat, 

15 ., 4%ige Glucose, 
10 , Wasser, 

0.5 . Toluol. 


10 ccm Mazerat, 
Ba 


4% ige Glucose, 
5 , Wasser, 
0,5 ,  Toluol. 


2,5cem Mazerat, 

1 , 4%ige Fructose, 
12,5 , Wasser, 

0,5 Toluol. 


Mazerat, 

4%ige Fructose, 
Wasser, 

Toluol. 


Mazerat, 
%ige Fructose, 
5 . Wasser, 
0,5 , Toluol. 


2,5ccm Mazerat, 
15 , O1%iges Methylglyoxal, 
12,5 , Wasser, 

0 ,  Toluol. 


_ ae 


Mazerat, 

0,1 %iges Methylglyoxal, 
Wasser, 

Toluol. 


Mazerat, 

0,1%iges Methylglyoxal, 
Wasser, 

Toluol. 


Nach 24 Std. Nach 48 Std. 


Nach 72 


Std. 








er 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Mazerat von Pferdeblutkirperchen Nach 24 Std. Nach 48 Std. | Nach 72 Std. 


10 ccm Mazerat, 
20 . Wasser, — -~ 
0,5 ,  Toluol. 


15 cem 8%iges Magnesiumsalz, 
15 , Wasser, — ‘ 
0.5 . Toluol. 


15 com 4%ige Glucose, 

15 , Wasser, oe 2 m 
0,5 cem Toluol. : 

5 cem 4%ige Fructose, 

5 , Wasser, _— — 
0.5 , Toluol. 

5 cem 0,1 %iges Methyglyoxal, 
5 . Wasser. 


1 
1 
-r ++t+ | +444 | +444 

Mit den nicht phosphorylierten Zuckern Glucose und Fructose 


habe ich, wie die Tabelle ausweist und ausdriicklich betont sei, in 
keinem Falle ein positives Ergebnis zu erzielen vermocht. 


Darauf sei hingewiesen im Hinblick auf eine Angabe von H. K. Barren- 
scheen!, der Methylglyoxal beim Zusammenbringen von roten Blutkérper- 
chen des Hundes mit gewéhnlichem Traubenzucker glaubte nachgewiesen 
zu haben, wenn er Semicarbazid als Abfangmittel bei Versuchsbeginn 
zugefiigt hatte. In Wirklichkeit hat indessen ein Zersetzungsprodukt des 
als Abfangmittel angewendeten Semicarbazids, das Hydrazo-di-carbonamid, 
v tp ret i das ungliicklicherweise denselben Schmelzpunkt sowie éhnlichen 

-Gehalt wie das ee -di-semicarbazon besitzt und wie dieses 
cane léslich ist *. 


Um nun zu priifen, wie sich die Wirksamkeit des Fermentsystems 
in dem Mazerat aus Pferdeblutkérperchen mit der Zeit anderte, wurde 
es fiir zwei weitere Tage in einen Thermostaten von 37° gestellt. 

Es schieden sich dabei einige Gerinnsel ab, die sich aber durch Schiitteln 
leicht zerteilen lieBen. Das Praéparat wurde jetzt noch 48 Stunden bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt und dann zu den Versuchen verwendet. 
Beim Stehen war die urspriinglich hellrote Farbe allmahlich in tief dunkelrot 
iibergegangen. 

Beim Stehen des Mazerats nahm also seine Wirkung zugunsten 
der Methylglyoxal-anhaufung zu. (Siehe Tabelle VI.) 

Es wurde fernerhin noch je ein Aceton-préiparat vom gewaschenen 
Blutkérperchen des Pferdes und Kaninchens untersucht. (Siehe Ta- 
belle VII und VIII.) 


' H. K. Barrenscheen, diese Zeitschr. 198, 105, 1928. 

2 OC. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 191, 472, 1927; 193, 464, 1928; 
199, 230, 1928; A. Lebedew, ebendaselbst 200, 151, 1928; G. Klein und 
W. Fuchs, ebendaselbst 218, 51, 1929. 
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Tabelle VI. 





jealtertes Mazerat aus Pferdeblut- 


kirperchen Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 
5 ecm Mazerat, 
15 , 8%iges Mg-Salz, 
10 ., Wasser, t+ ++ oe 
0.5 ,  Toluol. 
10 ccm Mazerat, 
15 ., 8%iges Mg-Salz, fy" : 
- /oiges NS +++ ++4 +++ 


5  . Wasser, 
0.5 ,  Toluol. 


5 eem Mazerat, 
15 , 0,1%iges Methylglyoxal, ; , 
a Wasser, TT+ i +++ 


0.5 , Toluol. 


10 eem Mazerat, 

15 , 0,1%iges Methylglyoxal, 
5 , #Wasser, 

0,5 ,  Toluol. 

10 ccm Mazerat, 

20 , Wasser, - — _ 
0,5 , Toluol. 

15 ecm 8 %iges Magnesiumsalz, 


 » . wee, —_— — — 
05 . Toluol. { 


15 eem 0,1 %iges Methylglyoxal, 
15 , Wasser. 


++4++4+ +4+++4+ 4-+++ 


Das steril aus der Carotis abgenommene und defibrinierte Blut verblieb 
zunaéchst fiir 3'Tage im Kiihlschrank; dann wurden die sedimentierten 
K6érperchen vom Serum abzentrifugiert und viermal mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen. 

1. 55cem Blutkérperchenbrei (Pferd) wurden, wie friiher angegeben, 
unter Riihren in 1 Liter Aceton vorsichtig eingebracht, nach 5 Minuten 
abgesaugt, mit Aceton und zuletzt mit Ather nachgewaschen. Das Praparat 
wurde diesmal vorsichtig auf Filtrierpapier ausgebreitet, eine halbe Stunde 
unter einem Schutzdach an der Luft belassen, darauf im Exsikkator vollends 
von Aceton und Feuchtigkeit befreit, was in 12 Stunden gelang. Erhalten 
wurden 12g Trockensubstanz. 

Tabelle VII. 





Aceton-priparat yon Pferdeblutkérperchen Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 


30,0 cem 4 %iges Magnesiumsalz, 
0,2g  Aceton-praparat, a + ++ 
0,5cem Toluol. 

30,0 cem 4% iges Magnesiumsalz, 
04g Aceton-priparat, of ao ++ 
0,5cem Toluol. 

30,0 cem 0,05 %iges Methylglyoxal, 
0,2g  Aceton-priparat, +++ +++ ++ 
0.5cem Toluol. 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





Aceton-praparat von Pferdeblutkérperchen 


30,0 cem 0,05 %iges Methylglyoxal, 
9,4g  Aceton-praparat, 
0,5cem Toluol. 


30,0 cem 4% iges Magnesiumsalz, 
0,5 , Toluol. 
30,0 cem 0,05 %iges Methylglyoxal. 


30,0 com Wasser, 
04g  Aceton-praparat, 
0,5eem Toluol. 


Nach 24 Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std 
+++ tT Spur 
++4++ | +444 | +444 


2. Das Aceton-préparat von Kaninchenblutkérperchen wurde genau 
so wie das von Pferdeblut hergestellt, nur mit dem Unterschied, daB es 
gleich auf der sterilen Nutsche mit einem Spatel fein zerteilt wurde, um 
méglichst schnell das Aceton zu vertreiben; dasselbe war bereits nach 


2 Stunden entwichen. 


Tabelle 


VIII. 





Aceton-praparat 
von Kaninchenblutkérperchen 


30,0 cem 4 %iges Magnesiumsalz, 
0,2g Aceton-praparat, 
0,5ceem Toluol. 


30,0 cem 4% iges Magnesiumsalz, 
04g  Aceton-praparat, 
0,5cem Toluol. 

30,0 com 0,05 %iges Methylglyoxal, 
0,2g  Aceton-praparat, 
0,5eem Toluol. : 

30,0 cem 0,05 %iges Methylglyoxal, 
04g Aceton-praparat, 
0,5 cem Toluol. 


30,0 cem 4% iges Magnesiumsalz, 
0,5 ,  Toluol. 


30,0 cem 0,05 %iges Methylglyoxal, 


30,0 cem Wasser, 
04g Aceton-praparat, 
0,5 eem Toluol. 


Nach 24 Std. 


Nach 48 Std. Nach 72 Std. 


+ ++ ++ 
++ ++ ++ 
++ ++ + 
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Die Bildung von Brenztraubensaure als Durchgangsglied 
bei der alkoholischen Zuckerspaltung. 
Ihre Isolierung als Hauptprodukt der Garung. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Wahlt man Hexose-di-phosphat als Substrat und Trockenhefe 
als Enzymmaterial, so kann man, wie wir gezeigt haben!, Methyl- 
glyoxal als Produkt der Desmolyse in bedeutenden Mengen erhalten. 
Bei dieser Gelegenheit hatten wir bereits geschildert, wie bei Ver- 
gréBerung der Hefenmenge das Methylglyoxal an Menge immer mehr 
abnimmt und sich dafiir Brenztraubensdure im Gargut anhauft. Dieses 
Ergebnis hatten wir ohne Zugabe irgendwelcher chemischen Zusitze 
zu den Gargemischen erzielt, lediglich dadurch, daB durch verschiedene 
MaBnahmen die Wirkung von Teilagenzien der Zymase eingeschrankt 
bzw. aufgehoben wurde. Dazu haben wir vorsichtigerweise bemerkt, 
daB die Versuche zur Erlangurg absoluter Beweiskraft mit vdllig 
einwandfreien Reinkulturen von Hefe wiederholt werden miissen. 
Eine Bildung von Brenztraubensaéure durch Mikroben, die von der 
Kulturhefe verschieden sind, ist naimlich mehrfach beschrieben, ins- 
besondere als eine Leistung oxydierender Organismen. Eine erschépfende 
Kritik aller vorliegenden Angaben iiber die Bildung von Brenztrauben- 
siure haben jiingst @. Klein und W. Fuchs? geliefert, auf die wir hiermit 
auch beziiglich der gesamten Literatur verweisen. Die Kritik der 
Wiener Forscher lauft darauf hinaus, da8 allen bisherigen Brenztrauben- 
saure-befunden die Beweiskraft fiir das Garungsproblem gefehlt hat. 

Man darf es als einen Fortschritt der Methodik werten, da8 wir 
fiir die Brenztraubenséiure sowie frither fiir das Methylglyoxal 
ohne irgendwelche kiinstlichen Eingriffe —- wie Abfangmittel oder 
sonstige Anderungen des Milieus zum Ziele gelangt sind. Damit 
1 OC. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466, 
1929. 

2 G. Klein und W. Fuchs, ebendaselbst 218, 40, 1929. 
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begegnen wir zugleich der Einrede, unnatiirliche Bedingungen geschaffen 
zu haben. 

Im folgenden beschreiben wir die Entstehung der Brenztrauben 
siure unter der Einwitkung von untergiriger Hefe, die absolut frei 
war von fremden Keimen. Die Ausbeute betrug 90% (s. 8. 496) 
Diese geht weit hinaus tiber die Ertrage, die jemals in der Literatur 
verzeichnet sind, selbst unter Beriicksichtigung aller nicht als einwandfrei 
betrachteten Daten. 

MaBSgeblich fiir den Erfolg ist allein die richtige Wahl des Ver 
haltnisses zwischen Substrat und Enzymmaterial. Die anzuwendende 
Fermentmenge mu8 gréBer sein, als zur Ansammlung von Methyl- 
glvoxal nétig ist, sie muB kleiner sein, als erforderlich ist, um wahrend 
der Versuchszeit vollstandige Vergarung herbeizufiihren. 

Die Benutzung von Hexose-di-phosphat als Substrat und von 
steriler Trockenhefe als zymatisches Agens birgt zudem einen wesent- 
lichen Vorteil in sich: er liegt darin, daB die Vergirung des Hexose 
di-phosphats, die bekanntlich durch lebende Zellen iiberhaupt nicht 
erfolgt, von Trockenhefe, die nur teilweise aus lebenden Zellen besteht. 
unter den innegehaltenen Bedingungen mit geringer Geschwindigkeit 
vollzcgen wird. 

Die Hauptschwierigkeit war die Gewinnung eines einwandfreien 
Fermentmaterials. Die industriell erzeugte Bierhefe enthalt fremde 
Organismen. Daher muBte die verwendete Unterhefe in hinreichenden 
Quantititen im Laboratorium in Reinkultur geziichtet und unter 
vollkkommen sterilen Bedingungen in das Trockenpraparat iibergefiihrt 
werden. 

Benutz; wurde eine aus Patzenhofer Hefe gewonnene Reinkultur. 
Die Ziichtung geschah in Bierwiirze unter den iiblichen Vorsichts- 
maBregeln. Um ein frisches Hefenmaterial zu erhalten, wurde die 
Kultivierung bei 25° nur auf 2 Tage ausgedehnt. Die dann in 8 Liter 
herangewachsene Hefe wurde in verschlossenen sterilisierten Bechern 
aus nicht rostendem Stahl abgeschleudert und bis zur Zuckerfreiheit 
mit ausgekochtem Leitungswasser gewaschen. Darauf wurde diese 
sedimentierte Hefe auf Ton, der im Trockensterilisator bei 180° ent- 
keimt war, gestrichen und auf den zwischen Petrischalen liegenden 
Tonstiickchen im sterilen Exsikkator im Hochvakuum iiber Chlorcaleium 
und Phesphorpentoxyd getrocknet. Die Entwisserung war innerhalb 
24 Stunden eingetreten. Darauf wurde das mit einem ausgegliihten 
Spatel abgeschabte Material in einer im ganzen ausgekochten kleinen 
Metallmiihle (in einer tiirkischen Kaffeemiihle) zerkleinert. Die vor 
dem Trecknen im Ultramikroskop sowie als gefirbtes Priparat ge- 
priifte Hefe wies keinerlei fremde Keime auf. Plattenkulturen der 
Trocken-hefe ergaben, daB auch darin fremde Mikroben nicht vorhanden 
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waren. Auf Pepton-agar wuchs daraus Hefe nur sparlich oder gar nicht, 
auf Wiirze-agar entwickelte sich normale Hefe, aber nur diese. 

Das so beschaffene Trocken-hefe-material wurde in sterilen Ge- 
faBen mit einer Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung zusammen- 
gebracht. Das Salz war schon durch seine Gewinnungsart — Fillung 
mit absolutem Alkohol und mehrtiagiges Stehen darunter — steril; 
seine Lésung wurde aber noch durch ein ausgekochtes Seitzsches Keim- 
filter geschickt. 


Zusammensetzung der Ansiitze. 
1. Hauptversuch. 

300 cem 3,408 °,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
7,5 g sterile Trockenhefe, . 
5eem Toluol. 

2. Vergleichsversuch. 

150 cem Wasser, 

3,75 g sterile Trockenhefe, 
2.5cem Toluol. 


Temperatur 37°, Versuchsdauer 24 Stunden. 


10 cem der Versuchsgemische wurden sofort abgenommen; durch 
Messung des daraus entwickelten Kohlendioxyds wurde die GréBe 
der innerhalb 24 Stunden bei 37° eingetretenen Giarung festgestellt. 
Die Aufarbeitung der Gemische geschah im Prinzip auf die friiher! 
beschriebene Weise. Zur Fallung der Brenztraubensiure diente hier 
2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin als Chlorhydrat. Die ‘Umkristallisation 
des Hydrazons? geschah aus Essigester; es bildet prachtvolle glitzernde 
Plattchen und Balken von leuchtend hellgelber Farbe. 

Eine partielle Dephosphorylierung zu Hexose-mono-phosphor- 
siure-ester hatte in diesem Falle nicht stattgefunden. Von ‘den® in 
125cem im Versuchsgemisch 1 (Hauptversuch) vorhandenen 4,26 g 
Magnesium-hexose-di-phosphat wurden nach 24 Stunden 1,48 g = 34,7°,, 
unverandert zuriickgefunden. Durch Dephosphorylierung der 2,78 g 
gespaltenen Hexose-di-phosphor-saure-esters konnten 1,3007 g Zucker 
entstehen. Vergoren waren in 125ccm Versuchsgemisch nur 0.2184 g 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 210, 484, 1929. 

2 Das Hydrazon lést sich leicht in Sodalésung und kann dadurch 
gegebenenfalls leicht von dem darin unléslichen Derivat des Methylglyoxals 
oder auch des Acetaldehyds getrennt werden. Das Hydrazon bildet ver- 
schiedene schwer lésliche Salze, aus denen es durch Saéure regeneriert wird, 
ebenso wie aus der Lésung in Natriumcarbonat. 

’ Der Rest des Versuchsgemisches diente zu den bereits friiher an- 
gegebenen analytischen Bestimmungen. 
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Zucker = 16,8%. Da nach Beendigung des Versuchs kein freie: 
Zucker nachweisbar war, so betrug die fiir die Bildung von Brenz 
traubensdure in Betracht kommende Menge Kohlenhydrat 1,0823 ¢ 
Nimmt man an, daB aus 1 Mol Zucker 1 Mol Brenztraubensaure hervor 
geht und gleichzeitig ein aquivalentes Reduktionsprodukt entsteht 
das vorlaufig noch nicht untersucht ist, so kénnten in diesem Falle 
0,529 g Brenztraubenséiure auftreten. Mit der salzsauren Lésung 
von 1,5 g 2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin wurden aus 125cem Urlésung 
(nach EnteiweiBung) 1,45 g kristallisiertes Brenztraubensaure-2, 4-di- 
nitro-phenylhydrazon, gefallt, das sofort praktisch rein war. Dem 
entsprechen 0,476 g isolierte Brenztraubensdure, d.h. die Ausbeute 
belief sich auf 90°, der Theorie. Will man den vergorenen Zucke: 
nicht beriicksichtigen, so ist der Ertrag 75 % der Theorie, bezogen 
auf alten umgesetzten Zucker. Nach Umbkristallisation schmolz 
das Hydrazon bei 216°, und der Mischschmelzpunkt mit einem aus reiner 
Brenztraubensaure dargestellten Vergleichspraparat war ebenfalls 216° 


4,644 mg Substanz ergaben 6,900 mg CO, und 1,240 mg H,0O. 
2,556 ,, ¥ ,, 0,462 cem N, (21°, 762 mm, 50°, KOH). 
C,H,O,N,. Ber.: C = 40,29%, H = 3,01%, N = 20,90%,; 
(268,15) . gef.: C = 40,53%, H = 2,99%, N = 21,04%. 


Wie zuvor bereits erwahnt ist, fiihrt die Anwendung von kleinen 
Hefenmengen zu Ansammlung von Methylglyoxal. VergréSert man 
das Hefequantum in dem Umfange, der sich aus den voranstehenden 
experimentellen Daten ergibt, so reichert sich kein Methylglyoxal mehr 
an, sondern an seiner Stelle erscheint die Brenztraubensiure. Es ist 
somit eine Funktion der zu staffelnden Hefemenge, ob man die Garung 
auf der Stufe des Methylglyoxals oder der Brenztraubensiure anhalt. 
Die Anhaufung der Brenztraubenséure gelingt unter den Be- 
dingungen einer solchen Anaerobiose, wie sie bei gewéhnlichen Gar- 
ansatzen herrscht, d.h. im geschlossenen GefaB itiber Quecksilber. 
Damit ist die Bildung von Brenztraubensaure als Produkt der Zucker- 
spaltung durch Hefe einwandfrei erwiesen. 

Schon heute wollen wir mitteilen, daB sich die Methodik mannigfach 
variieren 148t und da8 man auch mit frischer Hefe wahlweise Methy!- 
glyoxal und Brenztraubenséure nebeneinander oder nacheinander erhalten 
kann. Wir hoffen, demnachst eine Versuchsanordnung angeben zu kénnen. 
die so einfach ist, daB die Phainomene als Demonstrationsversuche von 


einer Vorlesung zur anderen vorgefiihrt und die Experimente von jedei 
Praktikanten selbst angestellt werden kénnen. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit von E. Heide und E. Schilf ,,Uber die Wirkung von Infusen 
aus Réstprodukten von Cerealien auf die Gerinnung und Verdaulich- 
keit der Milch“, diese Zeitschr. 213, 190, 1929. Es mu8 in der Methode 
auf §. 191, Zeilen 8 und 14 von oben, heiBen: Malzkaffeeinfus hergestellt 
aus 10g Kérnern in 50 cem Wasser, 3 Minuten gekocht. 


Berichtigung 


| 


zu der Mitteilung von C. Habler und B. Noetzel, diese Zeitschr. 214, 
203, 1929. Zeile 3 von unten lies: 1,3 statt 1,7 mg Cl, Zeile 2 von unten 
lieB: 260 statt 340 mg Cl. 
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